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Zur Kenntnis des Insulins 
14. Mitteilung iiber Insulin’) 


Von 
Karl Freudenberg und Adolf Miinch 
Mit 4 Figuren im Text 


Ausgefiihrt mit Hilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
und der I. G. Farbenindustrie A.-G. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1939) 


I. Die Inaktivierung des Insulins durch verdiinntes Alkali. 
Einleitung. 

Ammoniak als Produkt der alkalischen Inaktivierung. 

. Schwefelwasserstoffbildung bei der alkalischen Inaktivierung. 
. Temperaturabhingigkeit der Schwefelwasserstoffbildung. 
Beziehungen zwischen Schwefelwasserstoffbildung und py. 

. Die Inaktivierung bei py 10,5. 

Experimentelle Einzelheiten zu den Abschnitten 1—6. 

II. Regenerationsversuche an dem durch Cystein geschiidigten Insulin. 
Ill. Insulin und Keten. 

IV. Messung des Insulins. 

V. Zusammenfassung. 


FP OR we 


I. Die Inaktivierung des Insulins durch verdiinntes Alkali 
1. Einleitung 
In der 5. Mitteilung’) wurde gezeigt, daB Insulin bei der 
Behandlung mit verdiinntem Alkali eine rasch zunehmende Reaktion 
mit Nesslers Reagens gibt, die eine gleichbleibende Starke dann 


erreicht, wenn die Wirksamkeit erlischt. Diese Beobachtung ist 
mit der Abspaltung einer geringen Menge Ammoniak gedeutet 


1) 13. Mitteilung: K. Freudenberg u. Th. Wegmann, Diese Z. 233, 
159 (1935). — Die in dieser 14. Mitteilung beschriebenen Versuche sind 
ausfiihrlich geschildert in der Dissertation von A. Miinch, Heidelberg, 1938. 
Sie sind ausgefiihrt in den Jahren 1935—1987. 
*® K. Freudenberg, W. Dirscherl u. H. Eyer, Diese Z. 18%, 
89 (1930). 
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worden. In der 13. Mitteilung wurde diese Aussage durch die 
Feststellung (A. Miinch) erginzt, daB auch Schwefelwasserstoff 
an der Erscheinung beteiligt ist. Deshalb haben wir genaue 
Messungen des abgespaltenen Ammoniaks und Schwefelwasserstoffs 
ausgefiihrt. Vorweg sei bemerkt, daB der oben geschilderte, mit 
Nesslers Reagensin der Reaktionsmischung festgestellte Stillstand 
bestitigt wurde (Fig. 1, Kurve I). Er kommt aber zustande durch 
die Uberdeckung verschiedener Effekte, und die mit Nesslers 
Reagens in der Reaktionsmischung ermittelte Kurve darf man nicht 


fir Ammoniak auswerten. 


2. Ammoniak als Produkt der alkalischen Inaktivierung 


Es ist bekannt, daB Insulin durch n/30-Alkali bei 36° inner- 
halb 11/, Stunden vollstandig inaktiviert wird. Fir diese Unter- 
suchung war es die erste Aufgabe, den Verlauf der Ammoniak- 
bildung bei der Inaktivierung durch Destillation nach J. K. Parnas 
und J. Heller’) zu verfolgen. Die Destillation (Fig. 1, Kurve II) 
ergab, daB waihrend der Inaktivierung weniger Ammoniak frei 
wird, als nach der Kurve I zu erwarten war, und daB nach der 
Inaktivierung, die bei den von uns gewahlten Bedingungen in 
11/, Stunden beendigt war, ein weiterer Anstieg der Ammoniak- 
bildung zu beobachten ist, wie das bereits EK. Bruch‘) fest- 
gestellt hat. 

Wir haben eine Reihe von Versuchen angestellt, um die Ur- 
sache fiir die Verschiedenheit der Kurven I und II zu finden. Mit 
Ammoniak und dem bereits erwihnten Schwefelwasserstoff abt 
sich der Verlauf der Kurve I nicht ohne weiteres erklaren. 

Betrachtet man die Fig. 1, so fallt auf, daB die Destillations- 
kurve Il die andere (I) schneidet, um héhere Werte anzunehmen. 
Dies kann zunichst 2 Ursachen haben. Entweder wird bei der 
Destillation zusitzliches Ammoniak gebildet, was sich aber nicht 
bestiitigen lieB, oder Nesslers Reagens setzt sich in Anwesenheit 
des Kiweibes nicht in dem MaBe um, wie mit Ammoniak allein. 
Dies laBt sich tatsichlich zeigen. Die Empfindlichkeit des Reagens’ 
gegen Ammoniak sinkt bei geniigenden Konzentrationen von Insulin 
bis auf 10°), ab. Daraus erklirt sich, daB die Kurve I hinter der 
Kurve II zuriickbleiben kann. 

Im Anschlu8 an die Schwefelwasserstoffbildung hat sich oben- 
drein folgendes ergeben: Wird Insulin nach den dort beschriebenen 


5) Biochem. Z. 152, 1 (1924). 
*) Arch. f. exper. Path. 173, 489 (1933). 
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Bedingungen unter strengstem Luftausschlu8 inaktiviert und sofort 
nach dem Offnen der GefiBe mit Nesslers Reagens versetzt, so 
steigt die Nesslerkurve mit fortgesetzter Hydrolyse auch nach der 
Inaktivierung an (Fig 1, Kurve III). Das Zuriickbleiben der Kurve I 
rihrt auBer der eben erwihnten Ursache auch daher, dab unter 
den alten Versuchsbedingungen der entstandene Schwefelwasser- 
stoff gréBtenteils oxydiert wurde. 
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Fig. 1 
lL ,,Nesslerkurve’‘ in der Reaktionsmischung bei Luftzutritt, 

If Ammoniak nach der Destillation, . 
11I ,,Nesslerkurve‘‘ in der Reaktionsmischung bei LuftausschluB. 


Die Pfeile bedeuten den Eintritt der Unwirksamkeit 


Aus all dem ergibt sich, daB die Nesslerkurve nicht mehr 
fir Ammoniak ausgewertet werden darf. Sie stellt vielmehr die 
Summe von Farbungen dar, die von einer unvollkommenen Um- 
setzung mit Ammoniak, von Schwefelwasserstoff, der teilweise 
oxydiert wird, und vielleicht noch zum Teil von den Spaltstiicken 
des Insulins herriihren. Letzteres nehmen wir an, weil die 
Farbung bei den Nesslerkurven meist von geringen Triibungen 
begleitet wird. 


3. Schwefelwasserstoffbildung bei der alkalischen Inaktivierung 


Der bei der alkalischen Inaktivierung des Insulins mit n/30- 
NaOH. bei 36° neben Ammoniak entstehende Schwefelwasserstoff 
ist nach dem Ansiuern bereits am Geruch zu erkennen. K. Freuden- 
berg, W. Dirscher! und H. Eyer versuchten den so entstandenen 
Schwefelwasserstoff jodometrisch und potentiometrisch zu _be- 
stimmen. Die gefundenen Mengen waren aber so klein, daB die 
Annahme eines direkten Zusammenhangs zwischen Schwefelwasser- 
stofibildung und Inaktivierung des Insulins nicht gerechtfertigt 
erschien. Inzwischen hat sich herausgestellt, daB greifbare Mengen 
] * 
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von Schwefelwasserstoff festgestellt werden kénnen, wenn der Luft- 
sauerstoff vollstindig ausgeschlossen wird. 

Nach den Erfahrungen mit den Nesslerkurven lag es nahe, 
daB eine Messung nur am isolierten Schwefelwasserstoff zu einem 
brauchbaren Resultat fiihren konnte. Denn durch viel Alkali inakti- 
viertes Insulin gibt fiir sich allein, nachdem der Schwefelwasser- 
stoff entfernt ist, unter den Bedingungen der Schwefelwasserstoff- 
bestimmung mittels der Methylenblausynthese) eine rote Farbe. 
Methylenblau, das aus Schwefelwasserstoff gebildet wird, laBt sich 
im Stufenphotometer gut von dieser roten Farbe unterscheiden, 
da die beiden Absorptionsmaxima geniigend weit voneinander ent- 
fernt sind. (6150 A.E, fir Methylenblau; 4300 A.E. fir inaktiviertes 
Insulin und Glutathion), Cystein bildet eine dem Methylenblau 
sehr iihnliche oder gleiche Farbung (3. Mitteilung). Die farbgebende 
Umsetzung mit Dimethyl-phenylendiamin, R-SH und Fe™ findet 
in 10°/,iger Schwefelsiure statt. Insulin fallt jedoch hierbei 
aus, kann aber durch Zugabe von 2 Teilen 96°/,igem Alkohol voll- 
stiindig in Lésung gebracht werden (also in 60°/,iger alkoholischer 
Lésung). 

Die Anwendung des von uns benutzten Verfahrens von Lorant 
fir die Bestimmung kleinster Mengen Schwefelwasserstoff wird in 
der nachstehenden Mitteilung beschrieben. 


DaB bei den friiheren Versuchen kein Schwefelwasserstotit 


oder nur verschwindende Mengen gefunden wurden, rihrt haupt- 
sichlich daher, daB als ZersetzungsgefifBe Schliffkélbchen verwendet 
wurden, bei deren Offnung der Luftsauerstoff nicht geniigend aus- 
geschlossen wurde. 

Bei den erwahnten Bedingungen der alkalischen Inaktivierung: 
n/30-NaOH bei 36° in 1?/, Stunde, wurde die Kurve fir die Ab- 
spaltung des Schwefelwasserstoffs (Fig. 2,1) festgelegt. Diese Kurve 
zeigt einen raschen Anstieg und dann eine weitere, aber langsamere 
Entwicklung von Schwefelwasserstoff. Die Anderung der Abspaltungs- 
geschwindigkeit (bei 36°) erfolgt erst nach einer Zeit, die doppelt 
so groB ist als zur Inaktivierung nétig ist. Wollte man an einem 
quantitativen Zusammenhang zwischen der Schwefelwasserstofi- 
bildung und der Inaktivierung festhalten, so miBte angenommen 
werden, daB Schwefelwasserstoff erst als sekundires Produkt der 
primiir entstandenen Spaltstiicke auftrite. 


*) J. St. Lorant, Diese Z. 185, 245 (1922); Biochem. Z. 228, 300 
(1930). 
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4. Temperaturabhangigkeit der Schwefelwasserstoffbildung 


ft. 

In der Fig. 2 ist die besprochene Kurve | einer anderen (II) 
“" gegeniibergestellt, die tiber die Bildung von Schwefelwasserstoft 
in bei sonst gleichen Bedingungen, aber bei 25°, Auskunft gibt. Die 
" Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Inaktivierung an. Auch bei der 
-. tieferen Temperatur l4Bt sich kein Zusammenhang zwischen der 
ff — : 
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i. Abspaltung von H,S durch n/30-Na0OH 
I bei 36° II bei 25°. 


Die Pféile bedeuten den Eintritt der Unwirksamkeit 























t Abspaltung des Schwefelwasserstofis und dem Eintritt der 
n Inaktivitét erkennen. 

Erwihnt sei, daB Serumalbumin Schwefelwasserstoff in ahn- 
ft licher Weise abspaltet. Die Menge betrigt nach 24 Stunden jedoch 
3 nur ein Viertel des vom Insulin abgespaltenen Schwefelwasserstofis. 
st as : . ' 
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i Fig. 3 


a H,S-Abspaltung bei verschiedenem py 


5. Beziehung zwischen Schwefelwasserstoffbildung und p,, 


Verwendet wurden Borat- und Glykokollpuffer®). Das Versuchs- 
ergebnis geht aus der Fig. 3 hervor. Die Pfeile zeigen den Zeit- 


6) Sérensen, Biochem. Z. 21, 131 (1909). 
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punkt der Inaktivierung an. Diese tritt bei n/30-NaOH nach 
11/, Stunden, bei p,, 11,5 nach 6—7 Stunden ein. Wahrend im 
ersten Falle zum Zeitpunkt der Inaktivierung 0,2°/, Schwefel 
abgespalten sind (6°/, des Gesamischwefels), sind im zweiten Falle 


nur 0,05°/, (1,5°/, des Gesamtschwefels) als Schwefelwasserstoff 


ausgetreten. Auch dieser Versuch laft keinen Zusammenhang 
zwischen Inaktivierung und Schwefel wasserstoffentwicklung erkennen. 


6. Die Inaktivierung bei p,, 10,5 


Aus dem vorigen Versuch ergab sich die Notwendigkeit, mit 
noch gelinderen alkalischen Mitteln zu arbeiten. Bei p,, 11,0 betrug 


am Inaktivitaétspunkt die abgespaltene Menge Schwefelwasserstofi 


nur 0,02°/,. Bei p, 10,5 (Boratpufier) und 36° wird Insulin in 
etws 15 Stunden véllig unwirksam. Dabei wird weder Schwefel- 
wasserstoff noch Ammoniak abgespalten"). 

Der Schwefel des Insulins liegt bekanntlich ganz oder nahezu 
ganz als Disulfidschwefel vor; Sulfhydryl ist nicht vorhanden. 
Entweder bleibt der Schwefel bei der Inaktivierung im alkalischen 
Medium von p, 10,5 iiberhaupt unberiihrt, oder eine Disulfid- 
bindung erleidet Hydrolyse in Sulfhydryl und Sulfensiure nach dem 
von A. Schéber! aufgestellten Schema’). Die letztere Deutung 
ist jedoch gleichfalls auszuschlieBen. 

Bringt man nimlich das geschadigte Insulin in die Reagentien, 
die zur Methyenblaubildung dienen, und lést den Niederschlag 
wie oben beschrieben mit Alkohol, so kann man keine Farbbildung 
beobachten, weder rot noch blau. Der SH-Nachweis mit Nitro- 
prussid-natrium®) fallt ebenfalls negativ aus, die Empfindlichkeit 
dieses Nachweises leidet durch die Anwesenheit des Insulins 
nicht. Auch die Nesslerreaktion ohne Destillation, die — an sich 
untypisch — entstandene reaktionsfihige Gruppen anzeigen kénnte, 
ist negativ. 

Damit ist kein Grund mehr fiir die Annahme vorhanden, 
daB bei der Inaktivierung des Insulins durch Alkali der Schwefel 
des Insulins beteiligt sei. Daran indert auch nichts die Beobachtung, 
daB Spuren von Schwefelwasserstoff, die beim Inaktivierungs- 
versuch (p,, 10,5, 36°) zugesetzt werden, verbraucht werden, wobei 
die Dauer der Inaktivierung auf '/, verkiirzt wird. Wollte man 





") Vgl. K. Freudenberg, Mh. Chem. 69, 158 (1936), sowie Z. angew. 
Chem, 51, 541 (1938). 

5) A. Schéberl u. P. Rambacher, Liebigs Ann. 538, 84 (1939). 

*) K. Shinohara u. M. Kilpatrik, J. of Biol. Chem. 106, 241 (1934). 
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annehmen, da8 bei der Inaktivierung bei p,, 10,5 zunachst Schwefel- 
wasserstoff entstiinde, der alsdann wieder verbraucht wiirde, so 
miiBten die oben beschriebenen Nachweisreaktionen fiir SH positiv 
ausfallen. Das ist aber nicht der Fall. 

Als ein bei p,, 10,5 um 60°/, geschidigtes Insulin entsprechend 
den von K. Freudenberg und Th. Wegmann angegebenen 
Regenerationsversuchen *) mit Cystein und verdiinntem Wasser- 
stoffsuperoxyd behandelt wurde, ergab sich eine weitere Schadigung. 
Ebensowenig l48t sich die Wirksamkeit durch verdiinnte Mineral- 
siure wieder herstellen. 


7. Experimentelle Einzelheiten zu den Abschnitten 1—6 


Da sich gezeigt hat, daB das Nesslersche Reagens, unmittel- 
bar auf die Reaktionsmischung angewendet, zu Irrtiimern Anlab 
gibt, verzichten wir auf die Wiedergabe von Einzelheiten. Sie sind 
in der Dissertation von A. Miinch beschrieben'’). 


Bestimmung des Ammoniaks®) 


Die Destillation wird bei 25 mm Druck mit entspanntem 
Wasserdampf ausgefiihrt. Zur Insulinlésung werden 2 ccm Borat- 
puffer gegeben, um das Ammoniak zu entbinden, und 1 ccm Paraffin- 
él, um das Schiumen zu unterdriicken. In die Vorlage, die mit 
1 ccm n/50 HCl! beschickt ist, 14Bt man 4 ccm destillieren. Eine 
Erneuerung der Vorlage und nochmalige Destillation dauert etwa 
15 Minuten. Das Destillat in der Vorlage wird quantitativ in ein 
10 ccm-Kélbchen gegeben und die Vorlage 2mal nachgespiilt. Der 
Inhalt des Kélbchens wird bis zur Marke mit ammoniakfreiem 
Wasser aufgefiillt, mit 0,2 com Nesslers Reagens versetzt und 
im Stufenphotometer gemessen. Zur Auswertung wurde mit be- 
kannten Ammoniakmengen eine Kichkurve hergestellt. Um fiir die 
Messungen gréBere Genauigkeit zu erzielen, haben wir stets so viel 
Insulin genommen, da8 fir die quantitative Bestimmung mehr als 
10 y zur Messung kamen. Kleinere Werte kénnen wohl noch 
abgelesen werden, aber die Genauigkeit sinkt, weil diese schon 
von der Empfindlichkeit des Auges abhingig geworden ist. 


Abspaltung des Schwefelwasserstoffs 


Zunichst muBte ein Verfahren ausgearbeitet werden, bei dem 
Spuren von Schwefelwasserstoff, gelést in verdiinntem Alkali, iiber 


1°) 13. Mitteilung. 1) Vgl. FuBnote 1. 
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Stunden hinweg bei 36° vollstindig vor der Oxydation geschiitzt 
bleiben. SchliffgefaBe erwiesen sich als wenig vorteilhaft. Die weit 
besten Ergebnisse konnten wir durch Einschmelzen in Ampullen 
erzielen. Fiir unsere Serienversuche haben wir uns diese durch 
Ausziehen kleiner Reagenzrohre von 100 mm Linge und 10 mm 
Durchmesser selbst hergestellt. Die Ampullen miissen 2 com Lésung 
aufnehmen kénnen. Sie werden mit so viel krystallisiertem Insulin 
beschickt, daB 3—8y Schwefelwasserstoff zur Messung kommen. 
Nach Einwigen des Insulins wurden die Ampullen 7 Minuten mit 
reinstem Stickstoff ausgespiilt und mit Natronlauge versetzt. Diese 
wurde vorher 10 Minuten auf 100° gehalten und dabei durch 
einen reinen Stickstoffstrom von Luft befreit. Nach dem Erkalten 
werden der Lésung unter Stickstoffdruck 2 ccm entnommen und 
in die Ampulle gefiillt. 

Um bei dem Abschmelzen die Erwirmung der Oberfliche der 
Fliissigkeit za vermeiden, soll die Ampulle so groB sein, daf 
zwischen der F'liissigkeitsoberfliche und Abschmelzstelle ein ge- 
niigender Zwischenraum besteht. Die so bereiteten Ampullen 
bewahren den Schwefelwasserstofi véllig vor der Oxydation. 

Die Mikrobestimmung des Schwefelwasserstoffs wird in der 
folgenden Abhandlung beschrieben. 


II. Regenerationsversuche an-dem durch Cystein geschédigten Insulin 


In der 13. Mitteilung wurde ausgesagt, daB Insulin, dessen 
Wirksamkeit durch Cystein oder Glutathion herabgesetzt ist, durch 
Wasserstoffperoxyd in Gegenwart von viel Cystein oder Glutathion 
teilweise wieder regeneriert werden kann. Wir haben diesen Ver- 
such mit einigen Abanderungen nachgearbeitet und bestitigt. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die Schidigung des 
Insulins in einem Bereich von p,, 4,8—5,1 vorzunehmen, also 
in einem Medium geringerer Wasserstoffionenkonzentration als 
friher. Ein Beispiel sei angefiihrt: 

In einer Ampulle werden 5 mg kryst. Insulin und 100 mg 
Cysteinhydrochlorid in 10 ccm Phosphatgemisch gelést (4 ccm 
primires und 6 ccm sekundires Phosphat) und 20 Stunden lang 
bei 38° eingeschmolzen aufbewabhrt. 


Regeneration 


3 ccm der Lésung (1,5 mg Insulin enthaltend) werden mit 
0,5 ccm n-HCl versetzt. Hierzu laft man im Verlauf von 40 Minuten 
unter kraftigem Riihren die berechnete Menge von 0,5—1°/, igem 
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Wasserstofisuperoxyd zuflieBen. Nach erfolgtem Umsatz gibt man 
5 ccm Wasser und 1 ccm n-HCl hinzu, um ausgefallenes Cystein 
zu lésen. —SH und H,O, lassen sich noch nachweisen. 

Beispiel: Nach der Reduktion mit Cystein waren noch 7,5 
iE. im mg Insulin enthalten. Nach der Regeneration fanden sich 
darin 11,5 i.E. (Versuch 6 der untenstehenden Tabelle). Die SH- 
Verbindungen und H,O, reagieren im sauren Medium nur langsam 
und kénnen nach Tagen noch nachgewiesen werden. Wir stellten 
nun Versuche an, um den Umsatz zu vervollstiindigen. Zunichst 
versuchten wir die Wasserstoffionenkonzentration zu senken mit 
dem Ergebnis, daB aus der Regeneration eine Schidigung wurde. 
Wir haben daher durch Zusatz der oben angegebenen Menge Salz- 
sdure wieder das stirker saure Gebiet gewihlt. Bei einigen in 
der Tabelle nicht angefiihrten Versuchen haben wir nach den An- 
gaben von F. Micheel und F.Jung?”) Spuren von Kupfer als 
Katalysator zugesetzt. Diese Autoren hatten beim Studium ahn- 
licher Reaktionen bei den Schlangengiften diesen Kupferzusatz 
mit Erfolg angewendet, der jedoch auf die Regeneration des Insulins 
iibertragen, das Resultat verschlechterte. Vielleicht lieBe sich durch 
das inzwischen von R. Kuhn, L. Birkofer und F. W. Quacken- 
bush?}%) angegebene Dehydrierungsverfahren mit Jod die Regene- 
rierung verbessern. 


Regenerationsversuche an dem bei 38° mit der 20-fachen Cysteinmenge 
reduzierten Insulin 

















H 
Ne. | watidentider | ‘Bed. i eee Erfolg 
Reduktion €auktion egenera 10n 
1 4,8 22 6,0i.E. 8,0 i.E. 4- 2,0i.E. 
2 4,8 20 10,0 ,, 15,6 ,, +e ,, 
3 4,9 20 18,6 ,, 14,6 ,, ey ae 
4 4,9 20 5,2 4, 4,6, ee. 
5 5,0 20 6,3 ,, 10,4 ,, rey. te 
6 5,0 20 1s . 11,5 ., “an. 
7 5,1 20 10,5 ,, 13,2 ,, ee ., 

















Ill. Insulin und Keten 


In der 13. Mitteilung haben wir berichtet, daB Insulin von 
Keten geschadigt wird. Inzwischen haben K.G.Stern u. A. White 
die Reaktion genauer untersucht"). Diese Autoren kommen zu 





12) Diese Z. 239, 217 (1936). 18) Ber. chem. Ges. 72, 407 (1939). 
14) J. of Biol. Chem. 122, 371 (1938). 
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derselben Ansicht, die wir fiir die Acetylierung mit Essigsiure- 
anhydrid ausgesprochen haben ?°): Dab die Acetylierung der freien 
Aminogruppen des Insulins der Wirksamkeit keinen oder nur 
geringen Abbruch tut, und daB die Schadigung zur Hauptsache 
auf der Acetylierung von Hydroxyl, und zwar wahrscheinlich von 
phenolischem, beruht. Dies haben wir aus der Regenerierbarkeit 
des Acetylinsulins mit verdiinntem Alkali geschlossen. Wir kénnen 
diese iilteren Versuche durch die Feststellung erginzen, daB auch 
das durch Keten geschidigte Insulin durch Alkali teilweise 
regeneriert werden kann. Ein Versuch sei als Beispiel angefiihrt. 

10 mg kryst. Insulin, das 25 1.E. im Milligramm besitzt, 
wurden im Wasser mit Keten behandelt, bis die Wirksamkeit 
nur noch 15 Kinheiten im Milligramm betrug. Das Priparat 
wurde in 5 ccm n/30-Natronlauge bei 4° gelést und 10 Stunden 
bei dieser Temperatur aufbewahrt. Danach wurde angesiuert. 
Jetzt betrug die Wirksamkeit 20 Kinheiten im Milligramm. 

Zum Vergleich wurde die auf p,, 5,0 abgestumpfte Lésung 
von p-Oxybenzoesiure in Wasser mit Keten behandelt. Der ent- 
stehende Niederschlag bestand aus p-Acetoxy-benzoesiure. Durch 
diesen Versuch (ausgefiihrt von G. Piazolo) wird die Beteiligung von 
Phenolhydroxyl bei der Acetylierung des Insulins durch Keten 
hestitigt. Im Insulin kommt das Hydroxyl des Tyrosins _hierfiir 
in Betracht. 


IV. Messung des Insulins 


Ks ist eine alte Erfahrung, dai die internationale Methode 
fiir laufende Laboratoriumsmessungen zu schleppend ist. Deshalb 
arbeitet man mit Hichkurven. In der 13. Abhandlung wurde an- 
gegeben, daB es vorteilhaft sei, die Messungen durch geniigend 
starke Dosierungen in die Nihe der Krampfgrenze zu verlegen. 
Dies hat sich inzwischen als unzweckmifig erwiesen. Die in der 
13. Mitteilung angefiihrten Messungen sind deshalb unsicher. Wir 
benutzen jetzt einen Bereich der EKichkurve, der méglichst nahe 
an einer halben internationalen Einheit liegt. 

Die Messung beginnt mit der Feststellung derjenigen Mengen 
der Priparate A und B (die untersucht werden sollen), die die 
physiologische Wirksamkeit von ungefihr 0,5 iE. haben. Dies 
geschieht am besten durch ansteigende Dosierung. Die jetzt 
folgende quantitative Messung erstreckt sich iiber 2 Tage mit je- 
weils denselben 24 Tieren. Um die Tiere zu schonen, haben 


*) K. Freudenberg u. H. Eyer, Diese Z. 218, 24 (1932). 
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wir zwischen der ersten und zweiten Messung meist 2 T'age ein- 
geschoben, wenn die Stabilitiit der Priparate es zulieB. Am 
1. Tag wird allen Tieren Nr. 1—12 dieselbe Menge von A injiziert, 
den Tieren Nr. 13—24 eine bestimmte Menge von Priparat B. 
Am 2. Tag erhalten die Tiere 1—12 das Priparat B, Nr. 13—24 
das Priparat A. Dies ist nétig, um Fehler, die durch unter- 
schiedliche Empfindlichkeit der Tiere bedingt sind, auszugleichen. 
Der Mittelwert aus den beiden Versuchen ist das Endergebnis. 


Die jetzige Berechnung erfolgt so, daB man fiir jedes Praparat 
vesondert den durchschnittlichen Anfangsblutzucker und den End- 
blutzucker feststellt. Die Blutentnahme fiir den Anfangsblutzucker 
geschieht vor der Injektion, fiir den Endblutzucker 2 Stunden 
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Fig. 4. Eichkurve. 


spater. Die Differenz der beiden stellt die Senkung des blut- 
zuckerspiegels dar. Die Senkung wird in Prozenten angegeben, 
am Anfangsblutzucker gemessen. Zur Hichung haben wir eine 
Kichkurve aufgenommen, in der die prozentualen Senkungen ein- 
getragen sind gegen steigende Dosen bis 1,5 1. An Hand 
dieser Kurve (Fig. 4) kann man sehen, wieweit man mit einer 
gegebenen Senkung von 0,51.E entfernt ist und mit welcher 
Menge man. diese erhalt. Das Verhiltnis dieser Mengen ist der 
gesuchte Unterschied zwischen den Priiparaten. Es sei bemerkt, 
daB die Messungen um so genauer sind, je niher bei 0,5 1.K. ge- 
messen wird. 

Die Blutzuckerbestimmung wird nach Hagedorn und Jensen 
ausgefiihrt. Mit sehr guten Erfolgen fihren wir die Titrationen 
des iiberschiissigen Ferricyankali mit n/200-Natriumthiosulfat bei 
Tageslichtlampen aus. 
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V. Zusammenfassung 


Die friher mit Nesslers Reagens festgestellten Vorginge 
bei der Inaktivierung des Insulins (n/30-NaOH, 36°) sind zu 
komplex, als daB man sie unmittelbar auswerten kénnte. 

Unter den genannten Bedingungen werden langsam Ammoniak 
und Schwefelwasserstoff abgespalten. Nach Entfernung des Schwefel- 
wasserstofis ist in dem inaktiv gewordenen Insulin SH nach- 
weisbar (rote Farbung bei der Methylenblaureaktion wie bei 
Glutathion). 

Mildert man das Alkali bis auf p,, 10,5 herab, so wird das 
Insulin bei 36° nach 15 Stunden unwirksam. Hierbei tritt weder 
Ammoniak noch Schwefelwasserstoff auf. Auch die Farbung nach 
Art der Methylenblau-Reaktion unterbleibt. 

Die Inaktivierung des Insulins durch Alkali laBt sich dem- 
nach so leiten, daB eine Veriinderung am Schwefel nicht nach- 
weisbar ist und mit groBer Wahrscheinlichkeit verneint werden kann. 

Durch Alkali inaktiviertes Insulin wird, im Gegensatz zu 
friiheren Angaben, nicht regeneriert, wenn es in Gegenwart von 
Cystein dehydriert wird. Dagegen gelingt dieser Versuch ent- 
sprechend der friiheren Feststellung an dem durch Cystein ge- 
schidigten Insulin. 

Durch Keten geschadigtes Insulin lat sich durch ver- 
diinntes Alkali teilweise regenerieren, und zwar unter Be- 
dingungen, die auf die Beteiligung des Tyrosins—Hydroxy]s 
schlieBen lassen. 

Erfahrungen iiber die serienmifige Bestimmung des Insulins 
werden mitgeteilt. 
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Bestimmung kleinster Mengen Schwefelwasserstoffs 
in Eiweiblésungen 
Von 
Karl Freudenberg und Adolf Miinch 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1939) 


Fiir die voranstehende Untersuchung erwies es sich als nétig, 
freien Schwefelwasserstoff, der bei der Zersetzung des Insulins ent- 
steht, in der GréBenordnung von Mikrogrammen (y) zu bestimmen. 
Zu diesem Zwecke wurde ein Verfahren von J. St. Lorant?) aus- 
gebildet, das sich der Uberfiihrung des Schwefelwasserstoffs in 
Methylenblau bedient. 

Die Schwierigkeit bestand darin, den Schwefelwasserstotf aus 
verdiinntester, EiweiB enthaltender Lésung in das Reaktionsgefib 
iiberzutreiben und des hierbei auftretenden Schaumes Herr zu werden. 
Thn in Gegenwart von Eiwei8 zu bestimmen, ist unméglich. Schaum- 
bekiimpfende Mittel erwiesen sich als unzureichend. 

Die Aufgabe lieB sich in einfacher Weise lésen durch die 
Erzeugung einer groBen Oberfliche, iiber die ein Gasstrom geleitet 
wird, der den Schwefelwasserstoff in die Vorlage bringt. Dies 
erreichten wir durch die horizontale Lagerung einer Réhre von 
14mm Durchmesser und 105mm Linge. Sehr eiweiBreiche Lésungen 
verlangen eine stetige Erneuerung der Oberfliche durch Bewegung 
der Réhre. Wir haben dafiir die ganze Destillationsapparatur aut 
eine Wippe gebaut. 

Alle Ansiitze zur alkalischen Hydrolyse von EiweiB und nach- 
folgenden Messung des gebildeten Schwefelwasserstofis wurden unter 
Stickstoff, bei strengstem AusschluB von Luftsauerstoff, in Ampullen 
eingeschmolzen. Um die Oxydation des Schwefelwasserstofis, die 


1) Diese Z. 185, 245 (1929): Biochem. Z. 228, 300 (1930). 
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durch das alkalische Medium begiinstigt wird, zu vermeiden, wurde 
die Alkalilésung zuvor unter Stickstoff ausgekocht. 


@. 








Hahn, 
b HebergefiiB, 

ec Schiliff, 

d Hauptgefab, 

e Hinleitungsréhrehen, 








f Sehlauch, 
q Vorlage. 
Apparat zur H,S-Destillation. Ma8stab 1:4 


Ausfiihrung der Versuche 


Alle zur Bestimmung notwendigen Liésungen wurden nach den 
Angaben von J. St. Lorant bereitet. 


Lésung 1: (Absorptionsfliissigkeit) 50 g Zinkacetat, 10 g Na- 
triumacetat, 0,05g NaCl in Wasser auf 1000 ccm gelést. 


Lésung 2: 0,5g Dimethyl-p-phenylen-diaminsulfat in einer 
gekiihlten Mischung von 200 ccm konz. Schwefelsiure (spez. Gew. 1,71) 
mit Wasser auf 1000ccm verdiinnt. 


Lésung 3: 25 g Kisenammonsulfat kryst., 5 com konz. Schwefel- 
siure mit Wasser auf 200ccm verdiinnt. 


Der zur Destillation nétige Stickstoff wurde mit Wasserstofi 
versetzt und iiber einen Platinkontakt geleitet. An einer mit 
Pyrogallol gefillten Waschflasche, die der Destillation vorgeschaltet 
ist, hat man eine Kontrolle fiir die GleichmaBigkeit der Strémungs- 
geschwindigkeit, die so eingeteilt wird, daf in 1 Stunde mindestens 
1/, Liter Gas die Apparatur verlaBt. 


In der Vorlage befinden sich 5 ccm Lésung 1 (Zinkacetat). 
Hierfiir haben wir Perhydrolflaschen von 60 ccm Inhalt genommen. 
Die Vorlage wird durch eine Hiilse an dem Brett der Wippe 
befestigt, wihrend das GefaiB d durch Klammern gehalten wird. 
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Das Hinleitungsréhrchen e muB lang genug sein, um auf den 
Boden des GefiBes g zu reichen. Wir haben uns einen kleinen 
Vorrat dieser Réhrchen gehalten, da diese in der Vorlage ver- 
bleiben. 

Zu jeder Destillation wird das HauptgefiB gereinigt, mit 
destilliertem Wasser gespiilt und mit reinem Aceton getrocknet. 
Die Réhre von d nach e mu8 absolut trocken sein. Wie aus der 
Zeichnung ersichtlich ist, wird das Einleitungsréhrchen mit einem 
kurzen Gummischlauch Glas an Glas verbunden. In das Heber- 
gefaB bringt man 1 ccm sirupdse Phosphorsiure und liBt den 
Hahn a offen. Nachdem alles so vorbereitet ist, wird durch den 
Schliff ¢ mit der Pipette die schwefelwasserstoffhaltige Lésung 
(1—3 ccm) in das HauptgefiB gebracht. Nun setzt man das Heber- 
cefiB b in den Schliff c ein und schlieBt den Hahn, so daB der 
Stickstofistrom die Saure vor sich herschiebt. Wenn geniigend 
Siure iibergehebert ist, wird der Hahn a wieder gedéfinet. Durch 
die Ansiuerung treten im HauptgefaB meist starke Triibungen bis 
Fallungen auf. Der ganze abgebildete Teil der Vorrichtung ist 
auf ein vertikales Brett einer Wippe montiert, die ihren Antrieb 
von einem Synchronmotor erhalt (100 Umdrehungen pro Minute). 
Durch die Ubersetzung haben wir die Bewegung so reguliert, dab 
in 1 Minute 15 Pendelbewegungen ausgefiihrt werden. Kin schnelleres 
Laufen wiirde zur Schaumbildung fihren. 

45 Minuten nach dem Ansiuern wird die Destillation ab- 
gebrochen. Das Einleitungsréhrchen wird in der Vorlage gelassen. 
In einem Priparatenréhrchen, das bequem durch den Hals der 
Flasche geht, bringt man 1 ccm der Lésung 3 (Fe™) in die Vor- 
lage. Das Glischen muB8 so lang sein, daB es sich in der Flasche 
beim Hereinfallen nicht entleert. Mit der Pipette unterschichtet 
man vorsichtig die Zinkacetatlésung mit 5 ccm der Lésung 2, ver- 
schlieBt die Flasche fest mit dem Glasstépsel und mischt nun 
durch kriftiges Schiitteln die drei Fliissigkeiten. Nach 1 Stunde, 
erst nach dieser Zeit, darf die Flasche wieder geéfinet werden, dann 
bringt man die Fliissigkeit zur colorimetrischen Auswertung. Die 
Colorimetrierung geschieht mit dem Pulfrich-Stufenphotometer. Im 
Bereich der stiirksten Absorption wurde gemessen (Farbfilter Nr.S 65). 
Fiir die in unseren Versuchen auftretenden Schwefelwasserstoff- 
mengen waren 20 mm-Kiivetten am vorteilhaftesten. Die zum 
Pulfrich-Apparat gehérenden Kiivetten bis 50 mm erlauben auch 
noch andere Gebiete herauszugreifen. Die Messung wurde so aus- 
gefiihrt, daB in eine Kiivette die methylenblauhaltige Léisung 





16 Freudenberg u. Miinch, Bestimmung kleinster Mengen usw. 


gegeben wurde und in die Vergleichskiivette die Mischung der 
Reagentien in demselben Verhiltnis wie bei der Analyse. Die 
MeBtrommel an der Seite der methylenblauhaltigen Kiivette wurde 
auf 100 eingestellt. Man dreht nun die andere MeBtrommel solange, 
bis auf beiden Seiten des Gesichtsfeldes gleiche Dunkelheit ein- 
getreten ist. Die abgelesene Zahl ergibt aus einer Kichkurve den 
gesuchten Schwefelwasserstoffwert. Die Kichkurve erhalt man aus 
bekannten Schwefelwasserstoffmengen, die man der Reaktion unter- 
wirft. Zur Aufstellung dieser Kichkurve trigt man die Mikro- 
gramme gegen die Trommelwerte auf. Zur EHichung wird eine 
Lésung von reinstem Natriumsulfid bereitet und der Gehalt durch 
Titration mit Jodlésung bestimmt. 







































2in- Die Natur der Teilchen von Amylose 


den und von den héheren e-diastatischen Dextrinen') 
aus Vou 
ter- 


TO- M. Samece 


ine Nach Versuchen von R. Rakusa 
rch ; 
4ye dem Chemischen Institut der Koénig-Alexander-Universitit Ljubljana, Jugoslavien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1939) 


In einer vorhergehenden Mitteilung’) haben wir die Anfangs- 
phase der «-diastatischen Hydrolyse niher studiert; wie wir fanden 
14Bt sich diese so leiten, daB nur die innere Reibung stark ab- 
sinkt, die anderen fiir die Amylolyse charakteristischen Eigen- 
schaftsinderungen aber kaum mehr beobachtet werden. Dies ist 
verstindlich, wenn man sich — wie es heute allgemein ange- 
nommen wird — vorstellt, daB die Stirketeilchen anfangs nur in 
einige groBe Bruchstiicke zertriimmert werden. Die Natur dieser 
Teilchen sollte nun hier niher erforscht werden. 

Fiir diese Versuche haben wir Amylosen durch so kleine 
Mengen von e«-Malzamylase abgebaut, daB die Koagulation aus- 
blieb und die Reduktion nur kaum merklich anstieg. Um Kom- 
plikationen durch irgendeine Salzwirkung zu vermeiden, arbeiteten 
wir ohne Puffer. Die 0,5°/,igen Amylosen haben eine p,, = 5,5 
entsprechende ,,Higenaciditit, welche fast genau dem Wirkungs- 
optimum der @-Malzamylase (p,, = 5,75) entspricht. Die unter den 
sonst iiblichen Bedingungen durchgefiihrte Hydrolyse wurde in 
Zeitabstiinden von einigen Minuten durch rasches Aufkochen zum 
Stillstand gebracht. Da wir von aschefreien Stiirkeprodukten aus- 
gingen und keine Puffer verwendeten, enthielten die Proben neben 
ganz minimalen Enzymmengen (<0,001°/,) nur die Bruchstiicke 
der angewandten Stirkesubstanz, also ein Gemisch von Polymer- 
homologen im Sinne Staudingers; wir kénnen sie daher seinen 


1) 9. Mitteilung iiber enzymatische Amylolyse in der von M. Samec 
u. E.Waldschmidt-Leitz begonnenen Untersuchungsreihe. 
*) M. Samec, Diese Z. 259, 204 (1989). 


iLeppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 - 


















































18 M. Samec, 
(mit Siiure) abgebauten Stiirken an die Seite stellen. Es sei vor- 
weggenommen, daB sich trotz einer prinzipiell verschiedenen Be- 
reitungsart sehr bemerkenswerte Ubereinstimmungen zwischen den 
beiden Reihen ergeben haben. 

Wie die Tab. [ zeigt, sinkt die spezitische Viscositit der 
Amylosensole mit steigender Temperatur nur wenig ab. Die pro- 
zentuelle Abnahme bleibt unter den Grenzen von 20°/,, welche 
H. Staudinger als charakteristisch fiir Molekilkolloide angibt®). 
Nach einer 20 Minuten wihrenden Hydrolyse sehen wir jedoch 
die Temperaturabhingigkeit der spezifischen Viscositéit merklich 
ansteigen; wir gehen nicht fehl, darin einen Ausdruck jener noch 
unbekannten Prozesse zu sehen, welche bei Anwesenheit etwas 
gréBerer Mengen von a-Malzamylase zu einer partiellen Koagu- 
lation der Stirke fiihren und welche sich unter Umstiinden in 
einer merkwiirdigen Diskontinuitit der Zeit-Reibungskurve wieder- 


al 


spiegeln [Fig. 1 der zitierten Abhandlung ?)|. 
] o & oS -o { 


Tabelle | 
Viscositit und Temperatur 
Kartoffelamylosen 20 Stunden alt*), 0,45°/,; 0,2 g a-Malzamylase ‘aut 
100 g Amylosen; 7=40°. Héppler-Viscosimeter mit Glaskugel; Wasser- 
wert bei 25°= 80,16, bei 40° = 58,89 und bei 55° = 45,68 Sekunden. 4 ist 
die prozentuelle Abnahme der spezifischen Viscositit bei den Temperatur 
intervallen 25—40° bzw. 25—55°, 








Temperatur 
Dauer der Hydrolyse 
25° 40° 55° 
in Minuten 

Tep Isp kK Tsp kK 
0 0,773 0,721 6 | 0,678 2 
6 0,598 0,566 5 | 0,529 12 
10 0,533 0,499 6 | 0,461 3 
20 0,426 0,393 8 0,351 


Vor dieser Hydrolysenphase scheinen jedoch bei den einge- 
haltenen Konzentrationen Aggregate in gréBerem Ausmafe nicht 
vorzuliegen. Hiermit stimmen die bei verschiedenen Konzentra- 
tionen durchgefiihrten Viskosititsmessungen iiberein, welche prak- 
bd ° - Ns ba 
tisch eine Konstanz der —"-Werte ergaben (Tab. II). 


C 


*) H. Staudinger, Die hochmolekularen organischen Verbindungen. 
Berlin 1932, S. 86. 
*) Gezihlt vom Zeitpunkte nach beendetem Druckkochen. 
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r- Tabelle II 
C- Viscositit und Konzentration 
ni Amylosen etwa 0,5°/,ig, sonst wie in Tab. I. Nach dem Sistieren der 


Enzymwirkung die Viscositit im Héippler-Viscosimeter bei zwei Konzen 
trationen gleich nach dem Verdiinnen gemessen. 

















SL 
< Dauer Ne 
1€ der Hydrolyse Konzentration —_ sind 
3). in Minuten Cg 
h 
0 0,440 0,636 23,3 
h 0,175 0,247 22.9 
h 4 0,502 0,148 1.8 
1s 0,204 0,067 5,8 
1- 7 0,500 0,091 2,9 
D 0,196 0,039 $.2 
r- 20 0,494 0,049 1,6 
0,203 0,023 1S 
Durch besondere Versuche haben wir festgestellt, daB sich 
die gleich nach dem Verdiinnen beobachteten Viscositiéten inner- 
¢ halb 20 Stunden nicht andern. 
: In der bereits zitierten Abhandlung haben wir aus der spezifi- 
st schen Viscositaét unter Benutzung der Staudingerschen Konstante 
r K,,=1-10~* das mittlere Molekulargewicht der partiell hydro- 
lysierten Starke berechnet. Hier haben wir durch direkte osmoti- 
= sche Messungen und Reibungsbestimmungen an den _ gleichen 
Mustern nachgepriift, ob und inwieweit im Anfangsstadium der 
a-diastatischen Hydrolyse eine solche Proportionalitaét tatsichlich 
besteht. Methodisch muB bemerkt werden, daB sich die osmoti- 
schen Angaben auf die durch Kollodium nicht durchgehenden 
Substanzanteile beziehen, wihrend an der Viscositit die gesamte 
geléste Substanz beteiligt war. Der hierdurch bedingte Fehler 
scheint die Resultate nicht wesentlich zu triiben, da fiir die hohe 
innere Reibung eben die osmotisch erfa8baren groBen Teilchen 
‘ maBgebend sind. Die Konzentration der diffundierten Teilchen 
ist in bezug auf das Gesamtvolumen (Osmometer + AuBenfliissig- 


keit) so klein, daB ihr EinfluB die relativ hohe Fehlergrenze 
unserer Arbeitsweise (etwa 10°/,) nicht erreicht (Tab. III). 

Stérungen durch eine gréfere Abweichung vom van’t Hoff- 
schen Druck haben wir an den Amylosen nicht beobachtet. Laut 
2, Tab. IV ist p/c innerhalb der Fehlergrenzen konstant. 


*) cg = Konzentration in Grundmolaritiiten (162 g) Liter). 
©) * 
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Tabelle [I] 


Osmometrie teilweise abgebauter Amylosen 


Ansatz wie in Tab. I. Osmometersiicke aus 6°/,igem Celloidin Schering. 








Ather: Alkohol = 2:1. 7 = 40° Druckkonstanz nach 3 Tagen 


Dauer | Druck 
der in 
Hydro- | mm 
lyse Sol*) 
Min. h 
0 5,0 
5,0 
5 7.5 
7D 
LO 9,0 
8.5 
20) 9,0 
8,5 
9.0 








Volamen (cem) 
Sack- | AuBen- 
: | fliissig- 
inhalt katt 
Vv; | 4 
30 180 
3 190 
30 184 
31 180 
30 190 
31 182 
30 190 
30 192 
31 180 





Sack- | AuBen- 





| 29} 0°. 
inhalt |e 

i Kelt 

C; | ( 

| 
0,452 | 0,009 
0,464 | 0,008 
0,410 | 0,009 
0,416 | 0,010 
0,404 | 0,020 
0,409 | 0,027 
0,358 | 0,028 
0,347 | 0,032 
0,365 0,036 


Tabelle IV 


Konzentration 





Osmo- 
tisch 
aktive 
Konz. 
Cc 


0,448 
0,456 


0,401 
0,406 


0,384 
0,382 


0,830 
0,315 
0,329 


lost. Subst. 


Diffundierte 
Substanzin 
Proz. der 
gesamt. ge- 


M**) 
(Mitte]) 


12 


os 
10 231 000 


14 

14 

25 , 
33 116 000 
36 | 
42 
43d 


97 800 








Qsmometrie der Amylosen bei verschiedenen Konzentrationen 





T = 40° 
Fortlaufende| Konz.C im | 7, in mm |h/c im Mittel] M im Mittel 
Nummer Osmometer 
1 0,444 7,0 ] 
2 0,456 6,0 13,0 201 000 
3 0,439 5,0 
4 0,300 4,0 | 
5 0,309 4,5 13,0 195 000 
6 0,308 4,0 
7 0,194 2.5 | 
S 0,179 2,0 , 13,0 209 O0U 
g 0,147 2,0 














In den hier eingehaltenen Grenzen der Amylolyse fanden wir 
nun eine strenge Proportionalitit zwischen dem osmotisch be- 


stimmten Teilchengewicht und der spezifischen Viscositit. 


Die 


Proportionalitaétskonstante betrigt y= 0,9-10—*, das ist genau 
so viel, wie H. Staudinger und EK. Husemann’) fiir Acetate der 
mit Siure abgebauten Stirken in m-Kresol angeben (Tab. V). 


*) Capillare Steighéhe beriicksichtigt! 


**) M = 22, 


41 (1 + 0,00367 - 2) ‘ p= 


h 
760 - 13,6 
) H. Staudinger u. E. Husemann, Liebigs Ann. 


-o7 


tC) ee | . 


195 (1937). 
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Tabelle V 
Molekulargewicht und Viscositit 
Amylosen 


TQ 


Ansatz wie Tab. I. 
oe bei 40°. 


Ostwalds Viscosimeter. Wasserwert = 45,2 Sekunden 
Konzentration der Amylosen im Ansatz 0,5°/,, c, = 0,0081 




















Dauer der | Mittleres Mole- Nev, 
1 Hydrolyse kulargewicht "si K m+ 10 
in Minuten osmometrisch “9 
0 231 000 0,632 20,4 0,85 
5 143 000 0.432 13,9 0,97 
0 10 116 000 0,235 10,8 0,98 
20 97 000 0,247 8,0 0,82 
10 Mittel 0,90 
0 Durch Methylalkohol wird ein Teil der Stirkesubstanz ge- 
fallt; die relative Menge des Koagulums nimmt — wie zu er- 
warten — mit steigendem Alkoholgehalt zu und mit steigender 
id Hydrolysendauer ab (Tab. VI). 
Tabelle VI 
n Reduktion und Reibung mit Methanol gefillter 


partiell abgebauter Amylose”) 








Dauer der | Proz. gefillter Substanz bei einem Alkohol-Wasserverhiiltnis 
I is ecentimaseninninniscercent—netiieeenit 
in Minuten | ohne Alkohol | 0,8: 10 1:10 3:10 
0 0 43 61 74 
5 0 7 i) 49 
10 0 a) 7 14 
Reduktionsvermégen in Prozenten TM 
0 0,8 0,6 0,7 0,9 
5 1,6 1,5 1,5 1,9 
10 2.5 29 2.2 24 
Is) 
€y 
. Q 16 44 15 22 
; 5 6 8,5 8,0 7 
10 5,5 7,0 5,8 10 
7 M aus 7,,, 
178 000 480 000 480 000 244 000 
67 000 94 400 89 000 78 000 
61 000 78 000 64 000 56 000 








*) Das Koagulum wurde nach 14 Stunden abzentrifugiert mit kaltem 


Wasser zu 0,5°/, gelést und der Alkohol weggekocht. 
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Dem Reduktionsvermégen nach sind die gefallten Anteile 
dem Gros der Substanz fast gleich (Tab. VI), die Viscositat aber 
zeigt bemerkenswerte Details an. Bei den nicht hydrolysierten 
Amylosen fallt Methylalkohol von etwa 8—10°/, Alkoholgehalt 
ziemlich gleichartige Teilchen, mit = = 44, nach der Gleichung 


Cg 
‘ _ 0,9.10!-M der mittleren TeilchengréBe M ~ 489000 ent- 
sprechend. Diese Teilchen sind mehr als noch einmal so grof 
4 = 16 ent- 
spricht M = 178000). In dem mit etwa 30 Vol.-°/, Alkohol 
erhaltenen Koagulum sind auch schon kleinere Teilchen erfaBt, 
M ~ 244000. 

Wie man sich nach der Mischungsrechnung leicht iiberzeugt, 
ist es nicht méglich, daB in der Ausgangslésung 43 oder gar 61 °/, 
der Substanz (Tab. VI) in Form von Teilchen mit einer Molekiil- 
sriBe M ~ 480000 existieren wiirden. Es ist offenbar bei diesem 
Material durch die Alkoholfillung eine Aggregation erfolgt, welche 
durch das Wiederlésen des Koagulums in siedendem Wasser nicht 
riickgingig gemacht wurde. 

Bei den schon abgebauten Amylosen besteht aber zwischen 
dem Ausgangssol und dem wiedergelésten Alkoholkoagulum nur 
ein ganz kleiner Unterschied. Es ist also allem Anschein nach 
die Amylase vor allem an den gréften Teilchen zur Wirkutg 
gekommen, so daB nach etwa 10 Minuten eine iiberraschende 
Hinheitlichkeit der Sole beobachtet wurde. 


wie die mittlere TeilchengréBe der Amylosen ( 


Tabelle VII 
Vergleich der viscosimetrisch und reduktometrisch berechneten 
Molekulargewichte 





Alkohol-Wasserverhiltnis 
Dauer der - yal Ea 
Hvydrolyse {ohne Alkohol 0,8: 10 1:10 | 8:10 
in Minuten 





Molekulargewichte aus dem Reduktionsvermégen 

0 40485 53 980 46 265 35 985 
a 20242 21590 21590 17047 
12955 14720 
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‘Wir stehen vor einem Vorgang, welcher sich sehr gut 
reproduzieren ]4Bt. Unsere hier mitgeteilten Zahlen decken sich 
yollig mit den von anderen Experimentatoren beobachteten Werten 
der ‘Tab. I der vorhergehenden Mitteilung?). 

Aus dem Reduktionsvermégen folgen wesentlich niedrigere 
Molekulargewichte als aus der Viscositiit; merkwiirdigerweise aber 
stehen die nach diesen beiden Methoden berechneten TeilchengréBen 
in einem fast konstanten Verhaltnis (My;,;=4-Mpea) (Tab. VII). 

Wie man aus T'ab. I der vorhergehenden Mitteilung berechnen 
kann, gilt fast dieselbe Zahlenbeziehung auch fiir ein weiter fort- 
geschrittenes Hydrolysenstadium. 


Diskussion 


Das wesentliche Ergebnis der beschriebenen Versuche ist 
der Nachweis, daB die in der ersten Phase der e@-diastatischen 
Hydrolyse auftretenden Teilchen kolloidchemisch mit den Teilchen 
der Amylosensole gleichartig sind; sie unterscheiden sich von 
ihnen nur in der Gréfe. Fiir die Amylosen haben wir') ihnlich 
wie H. Staudinger und KE. Husemann’), sowie H. Staudinger 
und H. Eilers®) fiir teilweise abgebaute Stirke durch Vergleich 
der Molekulargewichte des Polysaccharides und seines Acetates 
nachgewiesen, daB bei der Acetylierung keine wesentliche Ver- 
inderung der TeilchengriBe erfolgt. Wenn man auf dieser Grund- 
lage in den frischen Amylosensolen Makromolekiile anzunehmen 
hat, gilt das gleiche auch fiir die héheren @-diastatischen Dextrine. 
In dieser Reihe wiirde demnach die durch die starke Viscositats- 
abnahme gekennzeichnete Anfangsphase der e-diastatischen Hydro- 
lyse im wesentlichen in einer hydrolytischen Spaltung der Makro- 
molekiile beruhen. Die kaum merkliche Anderung des Reduktions- 
vermégens, welche man wihrend des groBen Viscositatssturzes 
beobachtet, steht mit einer chemischen Spaltung der Makro- 
molekeln in keinem Widerspruch, da Molekiilverkleinerungen in der 
Viscositiit schon auffallend werden, wiibhrend sich die perzentuelle 
Anderung der Reduktion der Beobachtung noch fast entzieht. 

In der letzten Zeit hat besonders C. S. Hannes‘) die Ansicht 
vertreten, daB die erste Phase der Amylolyse in einer Des- 
aggregation der Molate besteht. Nach den hier beschriebenen 


'') M. Samec u. L. Knop, Kolloid-Beih. 39, 438 (1938). 

‘) H. Staudinger u. H. Eilers, Ber. chem. Ges. 69, 819 (1936). 

") New Phytologist 36, 538 (1937); vgl. auch M. Samec u. M. Blinc, 
Kolleid-Beih. 49, 126 (1939). 
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Versuchen kann diese Hypothese keine allgemeine Geltung haben: 
es wird unter Benutzung von Stirke—Wasser-Systemen, in welchen 
nach sonstigen Beobachtungen Molekiilaggregate vorliegen, gepriift 
werden miissen, ob und inwieweit die Amylasen auch Des- 
aggregationsprozesse einzuleiten vermégen. 

Wir wissen aus verschiedenen kolloiden Merkmalen, dab in 
gealterten Amylosensolen Molekiilaggregate vorliegen; wihrend 
nun die frischen Amylosensole durch a- und #-Amylasen zu 
100 °/, verzuckert werden, beobachtet man an gealterten Amylosen 
Reaktionshemmungen, welche einen um so friitheren Stillstand der 
Amylolyse bedingen, je alter die Amylosen sind. Es liegt nahe. 
die Ursache der Reaktionshemmung eben in den beim Altern 
erfolgten Ballungsprozessen zu suchen; daraus wiirde folgen, dali 
die Amylasen die beim Altern entstehenden Molate nicht an- 
zugreifen vermégen. 


Zusammenfassung 


1. Durch Wahl geniigend kleiner relativer Mengen «-Maiz- 
amylase liBt sich die Amylolyse der Amylosen so leiten, daB nur 
die innere Reibung bedeutend absinkt, die anderen Kigenschaften 
sich aber kaum fndern. 

2. Kin Vergleich der Viscositiit der in den ersten Minuten 
erhaltenen teilweise abgebauten Amylosen bei verschiedenen 
Temperaturen und Konzentrationen spricht fiir die Annahme, dab 
bis zu dem Ausgangssol hinauf Aggregate in gréBerem Ausmabe 
nicht vorliegen, und daB eine wesentliche Anderung der kolloiden 
Natur der Teilcben nicht erfolgt. 

3. Gleichzeitige Bestimmung des osmotischen Druckes und 
der relativen Reibung zeigte eine strenge Proportionalitiét zwischen 


dem Molekulargewicht und dem Quotienten -“*”; fiir die Viscosi- 
C5 


tats-Molekulargewichtskonstante ergab sich der Wert K, =0,9-107 
in sehr guter Dhiesaitindisting mit den von H. Staudinger an 
anderen Stirkeprodukten beobachteten Werten. 

4. In etwas spiteren Stadien der Amylolyse finden sich An- 
zeichen von Aggregatbildungen, welche wohl als Vorliufer ‘ler 
enzymatischen Koagulation anzusehen sind. 

5. Durch fraktionierte Fillung mit Methylalkohol wurde 
ermittelt, daB im Anfangsstadium der «-Amylolyse ein bemerkens- 
werter Ausgleich der Teilchengré8e erfolgt. 
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Uber die Lipoide des menschlichen Gehirns 
wahrend der Entwicklung 
Von 


K. Schuwirth 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6ln) 


= 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1939) 


In den letzten Jahren sind eine Reihe von physiologisch- 
chemischen Arbeiten iiber die Natur der bei verschiedenen Lipoi- 
dosen!*) auftretenden Lipoide erschienen, die eine neue ein- 
gehendere Untersichung iiber Vorkommen und Verteilung der 
Lipoide im normalen menschlichen Gehirn erforderlich machten. 
Als Eppinger anlaBlich seines Vortrages iiber ,,Die Klinik dex 
Lipoidosen“ auf der XIV. Tagung der Gesellschaft fir Verdauungs- 
und Stoffwechselkrankheiten in Stuttgart 1938 auf die hier be- 
stehende Liicke hinwies, war die vorliegende Arbeit, die ich eine: 
Anregung von E. Klenk folgend aufgenommen habe, bereits im 
(range. 

Kine kritische Zusammenstellung der bisherigen Literatur hat 
Backlin’) 1930 veréffentlicht. Da aber einige Lipoide erst in 
neuerer Zeit aufgefunden bzw. genauer untersucht worden sind. 
deren Anwesenheit die Ergebnisse alterer Untersucher aus metho- 
dischen Griinden falschen mufte, deren Vorkommen aber fiir 
gewisse Lipoidosen nach unseren heutigen Erkenntnissen wesent- 
lich ist, und da es bisher keine véllig einwandfreie Methode zur 
mengenmaBigen Bestimmung der Lipoide gibt, war die Uberpriifung 
der alteren Ergebnisse mit Hilfe der von EK. Klenk‘) bei seinen 
Untersuchungen iiber die Lipoidverteilung bei Lipoidosen an- 
gewandten Methode notwendig, um einwandfrei vergleichbare 


') E. Klenk, Diese Z. 229, 151 (1934); 285, 24 (1935); 262, 128 (193%). 
*) C. Tr opp u. B. Eckardt, Diese Z. 248, 38 (1936); 245, 163 (1937). 
*) E, E. Backlin, Inaug.-Diss. Upsala 1930. 
) KE. Klenk, 3. Mitt. Diese Z. 262, 128 (1939). 
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Normalwerte als Grundlage der von ilim beobachteten patho- 
logischen Verinderungen zu schaffen. 

Diese Methode ist in der letzten Arbeit von E. Klenk‘) 
nochmals eingehend beschrieben: Nach der Extraktion werden die 
einzelnen Lipoide isoliert und nach analytisch iiberpriifter weit- 
gehendster Reinigung zur Wigung gebracht. Da unsere Kennt- 
nisse iiber die gegenseitige Beeinflussung der Léslichkeit und 
anderer physikalisch-chemischer Konstanten der Lipoide bisher 
noch gering sind, ist dieser wenn auch umstandliche Weg zu 
ihrer Bestimmung vom chemischen Standpunkt aus gesehen vor- 
Jaufig noch der exakteste. In der oben erwihnten Arbeit findet 
sich auch eine kritische Betrachtung der Methode, in der ihre 
Grenzen aufgezeigt werden, die natiirlich auch fiir die vorliegende 
Arbeit gelten, um so mehr, als hier die gemischte Zusammen- 
setzung der Protagonfraktionen die Schwierigkeit der Isolierung 
dnnihernd reiner Substanzen wesentlich erhéhte. 

Das Untersuchungsmaterial wurde uns in dankenswerter Weise 
vom Pathologischen Institut der Universitit Kéln iiberlassen. 
Da nach den Ergebnissen ilterer Arbeiten einwandfrei feststeht, 
daB die Lipoidzusammensetzung des Gehirns mit seiner Entwick- 
lung Anderungen unterworfen ist, wurden Gehirne verschiedener 
Lebensalter untersucht. Das Untersuchungsmaterial setzte sich 
aus Fétengehirnen, Neugeborenengehirnen, 2 Kindergehirnen und 
Greisengehirnen zusammen. 

Simtliche Gehirne wurden gleich nach der Sektion, die in 
der Regel 24—48 Stunden post mortem erfolgte, nach Ab- 
priparieren der Hirnhiute und BlutgefiBe zerkleinert und in 
Aceton eingelegt. Lediglich bei den Fétengehirnen muften die 
Hirnhaute mit verarbeitet werden. 

Die Untersuchungsergebnisse sind in der Tab. 1 zusammen- 
gestellt. Die Ergebnisse sind in Prozenten der Trockensubstanz 
ausgedriickt. Die tatsachlich erhaltenen Substanzmengen sind 
aus den Angaben im experimentellen Teil ersichtlich. Aus der 
Tabelle ergibt sich in Ubereinstimmung mit den ilteren Befunden 
eine Abnahme des Wassergehaltes mit dem fortschreitenden Lebens- 
alter. Gleichzeitig nimmt auch der Gehalt an wasserléslichen 
Extraktivstoffen mit dem Alter stark ab. Umgekehrt steigt die 
Fett- und Cholesterinfraktion sowie die Fraktion der atherléslichen 
Glycerinphosphatide an. Bei den Gehirnen jugendlicher Individuen 
heBen sich kleinere Mengen dtherunliéslicher Glycerinphosphatide 
isolieren. Es handelt sich dabei offensichtlich um die bereits von 
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Tabelle 1 

“ Gramm gelninna Sabwinen in 100 g 

2 Trockensubstanz 

eS : Pe a j —— g* ef ; a - 

el/eie4 iE a’ 

Fol © 1} Bleel € | oeiS8i8).). | 

mE, & | & jes) 8 | ae [sels] 8 al K 

Sal 2) Feel Ss 2S \ee) >) EES) s 

nol e |e [eel S |SSlissi ele 3m g 

Bol 2 le |Re (2S ieeie!| & isalis 

oe ef | [Sal so | SRIES) #1 S lea = 

~~ aa => |188/ 8 | Ss 2) | © |e = 

= ’ w) © (ae Sola] O I 2] @ 

S Pepe SE ee) a 

| o re — 
Se he ie 
| FAR ee pe 

a 21 | 3518] 89,5] 21,0; 6,8°) 16,4°)| 0,5 | 0,0 | 0,02 | 0,07) 0,1 
Neugeborene 3 | 2900] 85,3114,6) 4,4) 15,5 | 0,3 | 0,0 | 0,05 | 0,0 0,4 
Kind I. . . 1 | 860] 81,4] 10,7; 8,0 | 22,9 1,9 }1,5 | 0,0 |0,3 
KindII. . . 1 }1018]83,5}14,8; 5,6 | 19,1 1,1°% |2,7 | 0,0 | 0,4 
Greise . . . 2 | 2300} 80,2] 9,6/13,4 | 25,0 | 0,0 | 0,9) 6,4 | 0,0 | —*) 








*) Der Gehalt an Glycerinphosphatiden, berechnet aus dem Phosphor- 
gehalt, wurde abgezogen und zu den iitherléslichen Glycerinphos- 
phatiden zugeziihlt. ' 

”") Der Wert ist zu hoch, da sich ein Teil der Fraktion aus nicht ge- 
klirten Griinden nur unvollkommen reinigen lie8. 

°) Die Priparate enthalten noch etwa 50°/, itherunlésliche Glycerin- 
phosphatide, deren Abtrennung nicht gelang. 

*) Nicht bestimmt. 


Merz*) beschriebenen Glycerinphosphatide, die als rein weiBe 
Substanz gewonnen werden, itherunléslich sind, deren chemische 
Zusammensetzung aber den Glycerinphosphatiden entspricht 
(P:N=1:1). Sie erschweren, wenn sie mit Sphingomyelin zu- 
sammen vorkommen, die Reinigung dieser Substanz erheblich, da 
sie ebenso wie Sphingomyelin aus Pyridin leicht auskrystallisieren, 
so daB diese Sphingomyelinfraktionen je nach den Umstanden 
5—6°/, Glycerin enthalten und ibr Stickstoffgehalt entsprechend 
niedrig liegt [vgl. E. Klenk*)]. Sie lieBen sich aus den Gehirnen 
von Féten und Neugeborenen priaparativ leicht darstellen, weil bei 
diesen Gehirnen Sphingomyelin in nachweisbaren Mengen nicht 
vorhanden war. In den Kindergehirnen sind sie aber sicher auch 
enthalten, wie sich aus den Analysen der Sphingomyelinfraktion 
ergibt. Lediglich beim Greisengehirn scheinen sie zu fehlen oder 
in nur geringen Mengen voce zu sein. Aus diesem Grunde 
sind die bei den beiden Kindergehirnen erhaltenen Sphingomyelin- 


*) W. Merz, Diese Z. 196, 10 (1931). 
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werte etwa um die Hialfte zu hoch. Aus Féten- und Neugeborenen- 
gehirnen lieB sich kein Sphingomyelin darstellen. Der Sphingo- 
myelingehalt der von mir untersuchten Gehirne liegt, wie zu 
erwarten war, wesentlich niedriger als bei den von E. Klenk 
untersuchten Niemann-Pick-Gehirnen. DaB die Cerebroside in 
gréBeren Mengen erst im entwickelten Gehirn vorkommen und ihre 
Menge mit dem Alter zunimmt, konnten schon C. G. MacArthur 
und K. A. Doisy*) zeigen. Sie fanden bei ihren Untersuchungen von 
Vorderhirnen folgende Cerebrosidmengen (umgerechnet auf Prozente 
der Trockensubstanz): Fétus 7 Monate: 0,0; Kind 1 Monat: 0,0; 
Kind 8 Monate: 3,5; Greis 67 Jahre: 8,0; Zahlen, die mit meinen 
Ergebnissen verhiltnismaBig gute Ubereinstimmung zeigen. Aus 
simtlichen untersuchten Gehirnen konnte die von Klenk*) unter 
anderem auch im Normalgehirn aufgefundene Substanz X dar- 
gestellt werden. Sie ist bei normalen Gehirnen wihrend des 
ganzen Lebens in prozentual gleicher Menge nachweisbar. Die 
Vermehrung, die E. Klenk‘) bei der amaurotischen Idiotie vom 
Typ Tay-Sachs sowie bei 2 Fallen der juvenilen Form nachweisen 
konnte, ist sicher pathologisch (rund 4°/, baw. 1°/, gegeniiber 
durchschnittlich 0,3°/, bei normalen Gehirnen). Bei der Auf- 
arbeitung der Fétengehirne gelang es, aus dem Acetonprotagon 
mit gréBter Wabhrscheinlichkeit Lignocerylsphingosin wenn auch 
in geringen Mengen darzustellen. H. Thierfelder‘) hat friiher einmal 
iiber das wahrscheinliche Vorkommen dieser Substanz im mensch- 
lichen Gehirn berichtet. Das Lignocerylsphingosin wurde dann 
spiter von S. J. Thannhauser und E. Frinkel®) aus der Sauge- 
tierleber isoliert und genauer beschrieben. Ob diese Substanz im 
Gehirn tatsichlich vorkommt oder ob sie als Spaltprodukt bei der 
Aufarbeitung entsteht, ist natiirlich nicht zu entscheiden. Fiir 
ihr Vorhandensein im Fétengehirn spricht vielleicht, daB aus diesem 
kein Sphingomyelin und nur eine geringe Menge Cerebroside 
(0,1 °/,) — diese Substanzen kimen ja als Muttersubstanzen fir 
ein eventuelles Spaltprodukt in Frage — isoliert werden konnten. 
In den Neugeborenengehirnen, die gleichfalls kein Sphingomyelin 
und wenig Cerebroside enthielten, wurde sie dagegen nicht gefunden, 
ebensowenig bei den iibrigen Gehirnen, die reichlicher Sphingo- 
myelin und Cerebroside enthielten. Im experimentellen Teil 
finden sich nahere Angaben tiber Darstellung und Analysenergebnisse 
des isolierten Produktes. 


*) J. comp. Neur. (Am.) 30, 445 (1919). 
) Diese Z. $9, 236 (1914). ') Diese Z. 203, 183 (1931). 
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Experimenteller Teil 


_ I. Allgemeine Vorbemerkungen. Im folgenden soll eine kurze 
Ubersicht tiber die Aufarbeitung des Versuchsmaterials, soweit 
sie fiir die vorliegende Arbeit von Interesse ist, gegeben werden. 


Die aus den einzelnen Extrakten dargestellten Rohfraktionen 
wurden zunachst auf ihren Gehalt an Phosphor, Stickstoff, Glycerin 
und reduzierender Substanz untersucht. Phosphor wurde bestimmt 
nach der Methode von G. Embden®), Stickstoff durch Mikro-Kjel- 
dahlbestimmung nach F. Pregl!®), Glycerin nach der Methode von 
G. Blix!!), reduzierende Substanz nach der Methode von H. Loe- 
ning und H. Thierfelder!’). In einem Falle wurde auch die von 
EK. Kirk}%) angegebene Methode zur Mikrobestimmung der Cerebro- 
side angewandt. Sie hat den Vorteil nur geringe Substanzmengen zu 
bendtigen, ist aber umstindlicher und ungenauer. Die reduzierende 
Substanz wurde immer als Galaktose berechnet, auch im Falle 
der Substanz X, obschon der chemische Charakter der Kohlen- 
hydratgruppe dieser Substanz noch nicht sichergestellt ist. Bei 
der Beurteilung der Ergebnisse der Glycerinbestimmung nach 
Blix ist zu beachten, daB nach meinen Erfahrungen auch in 
glycerinfreien Substanzen trotz peinlichster Innehaltung der Arbeits- 
vorschrift immer geringe Glycerinmengen gefunden werden. Bei 
gefundenen Glycerinwerten von 1—1,5°/, abwirts ist die An- 
wesenheit von Glycerin nicht sicher. Ein Blindwert bei Abwesenheit 
organischer Substanzen lieB sich bei Anwendung einwandfreier 
Jodwasserstoffsiure nicht nachweisen. Beimengungen organischer 
Lésungsmittel, aus denen fliichtige Jodprodukte entstehen kénnten, 
sind, da die Substanzen vor der Analyse immer sorgfaltig getrocknet 
wurden, kaum anzunehmen. Dagegen lieB sich zeigen, dab Glucose 
bei der Behandlung mit Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor 
unter den Versuchsbedingungen, wie sie bei der Bestimmung 
vorliegen, fliichtige jodierte Substanzen liefert, die einen Glycerin- 
gehalt vortiuschen [nach 4stiindiger Destillation scheinbarer 
Glyceringehalt 2,74 (2,14)°/,]. Auch ein analysenreines Cerebrosid- 
praparat — die Reinheit des Priparates war vorher durch C- und 


*”) Diese Z. 118, 138 (1921). 
1) Die quantitative organische Mikroanalyse, Berlin 1923. 
11) Mikrochim. Acta (O.) 1, 75 (1937). 
12) Diese Z. 77. 202 (1912). 

13) J. of Biol. Chem. 128, 613 (1938). 








30 K. Sechuwirth, 


H-Bestimmung sichergestellt — lieferte so scheinbar Glycerin (0,84 
bzw. 0,83 °/, nach 4 stiindigem Destillieren). Auf diese Weise 
diirfte wohl der relativ hohe Glycerinwert bei gleichzeitig hohem 
Zuckergehalt, wie er z. B. bei den Glycerinphosphatiden aus Chloro- 
form—Methylalkohol-Extrakt von Fétengehirnen (vgl. spezieller 
Teil) gefunden wurde, zu erkliren sein. 


Die Aufarbeitung der einzelnen Fraktionen richtet sich naeh 
der jeweiligen Zusammensetzung, wobei in der Regel die von 
EK. Klenk bereits beschriebenen Methoden eingehalten wurden. 
Nur in Sonderfallen, z. B. bei der Isolierung des Lignocerylsphin- 
gosins, wurde davon abgewichen. Niheres vgl. spezieller Teil. — 


Es hat sich gezeigt, da8 es zweckmiBig ist, zur leichteren 
Trennung der Cerebroside von der Substanz X die Aceton- und 
Ather-Extraktion méglichst auszudehnen. Es wurde deswegen 
auBer bei der zuerst durchgefiihrten Aufarbeitung des in der Arbeit 
als Kind If (14 Monate alt) bezeichneten Falles immer 3 mal 
24 Stunden mit warmem Aceton, dann 2mal 24 Stunden mit 
Ather extrahiert. Dadurch waren praktisch alle Cerebroside im 
Aceton- bzw. Atherextrakt enthalten, wihrend die Substanz X 
sich iibereinstimmend mit den Angaben von Klenk‘) nur im 
Chloroform—Methylalkohol-Extrakt vorfand. Hierdurch wurde eine 
weitere ‘lrennung der beiden Substanzen iiberflissig. 


Die Reinigung der Sphingomyelinfraktion durch Adsorption 
an Al,Q, nach dem von 8. J. Thannhauser und P. Setz#‘) an- 
gegebenen Verfahren hat sich auch bei mir bewihrt, sofern es 
sich um die Abtrennung der Substanz X handelt. Die Abtrennung 
von Cerebrosiden bei der Reinigung des Sphingomyelins aus 
Acetonprotagon gelingt nach der gleichen Methode bedeutend schwie- 
riger. Um unnétige Substanzverluste zu vermeiden wurde zur Abtren- 
nung der Substanz X die etwa 4—5 fache Gewichtsmenge Al,O, in 
méglichst groBer Schichthéhe angewandt. Die Adsorption wurde 
gegebenenfalls mehrmals wiederholt. Einmal an Al,O, adsorbierte 
Substanz X laBt sich nur schwierig und nur mit groBen Verlusten 
eluieren. Daher konnte die Substanz X im Greisengehirn, bei 
dessen Aufarbeitung die Adsorptionsmethode von mir zuerst an- 
gewandt wurde, quantitativ nicht bestimmt werden. Spiter habe 
ich zunichst die Hauptmenge nach den Angaben von E. Klenk‘) 
durch Fallen mit Athylalkohol aus 10 °/, Athylalkohol enthaltender 


‘*) J. of Biol. Chem. 116, 527 (1936). 
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n (0,84 fF Benzinlésung abgeschieden und nur die letzten Reste der Substanz X 
Weise — aus der Sphingomyelinfraktion durch Adsorption entfernt. | 
= 11. Ubersicht iiber die erhaltenen Mengen und die Zusammen- 
ae, setzung: der einzelnen Lipoidfraktionen. In der nun folgenden Tab. 2 
alelier & sind die Gewichte der aus dem Aceton- und Atherextrakt er- 
haltenen Rohfraktionen, welche die Unterlagen fiir die Berechnung, 
nach — der Trockengewichte ergeben, sowie die Trockengewichte selbst 
> von & enthalten. 
iden, 
% my ») 
phin: Tabelle 2 
il, - & Frisch- und Trockengewichte der verarbeiteten Gehirnteile in Gramm 
teren Wasser- | Lipoide Mit Aceton 
und Friseh- lésliche aus Aceton- | und Ather | Trocken- 
e gewicht | Extraktiv- |. und extrahiertes | cewwicht 
Sen stoffe Atherextrakt] Organpulver | ° 
rheit 3 = a : 
mal — Foten. . 3518 78,1 36,0 206,6 370,7 
: Neugeborene 2900 62,4 76,0 289,0 427,4 
mit § Kind 1. . 860. a. 45,9 97,0 160,0 
> 1m Kind II 1018 24,8 61,2 81,8 167,8 
zX Greise 2300 43,7 198,0 215,3 457,0 
im , oer ne ee feet a ; 
.! Bei der Bezeichnung der Lipoidfraktionen behielt ich die 
eine “ 
Bezeichnungen von E. Klenk‘) bei: a = Fett- und Cholesterin- 
fraktion; b, = Glycerinphosphatide aus Aceton- und Atherextrakt; 
tlon b, , = Glycerinphosphati de aus Chloroform- Methylalkohol-Extrakt; 
an- C, = Protagon aus Aceton- und Atherextrakt; c, = Protagon aus 


es Chloroform- Methylalkohol-Extrakt. 


ans Die angegebenen Analysenwerte sind in den meisten Fallen 
— Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. 

rle- 

en- Fétengehirne: 21 Fétengehirne vom 7.—8. Fétalmonat. Die 


in Gehirne stammten von Friihgeburten, die entweder in der Geburt 


rde oder kurz nach derselben starben. Es wurde streng daraut 

rte gesehen, daB sich unter dem Untersuchungsmaterial keine bereits 

en macerierten Gehirne befanden. Das Material wurde gemeinsam 

el aufgearbeitet. 

n- 3518 g Frischsubstanz ergaben folgende Lipoidfraktionen: 

be a) Fett- und Cholesterinfraktion: 29,3 g Substanz (0,51°/, P; 

c") 0,76°', N; 2,0°/, Glycerin; keine Galaktose). 

- b,) Atherlésliche ee atide aus Aceton- und 
Atherextrakt: 51,9g Substanz (3,40 °/, 1,82°/, N; 9,4°/, Glycerin; 


2,0°/, Galaktose). 
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b,) Atherlésliche Glycerinphosphatide aus Cloroform- 
Methylalkohol-Extrakt: 16,3 g¢ Rohphosphatide (2,44°/, P; 3,24°/, N 
5,8°/, Glycerin; 6,0°/, Galaktose). Die Rohphosphatide wurden nach 
dem von Mac Lean”) angegebenen Verfahren durch wiederholtes Emulgieren 
im Wasser und Ausfillen mit Aceton gereinigt. Nach der Reinigung, bei der 
ein erheblicher Anteil wasserléslicher Substanz (Menge nicht bestimmt, da 
stark mit Kochsalz verunreinigt) erhalten wurde, blieben nur noch 6,3 ¢ 
Glycerinphosphatide iibrig (2,62°/, P; 2,25°/, N; 8,1°/) Glycerin; 83°, 
Galaktose). Wegen des hohen Zackergehaltes dieser gereinigten Fraktion 
wurde zu ihrer weiteren Reinigung bzw. zur Abtrennung des vermeintlich 
noch in ihr enthaltenen Protagons versucht, das letztere durch Spaltung der 
Phosphatide nach Klenk") zu gewinnen. Dabei wurden aber statt der 
theoretisch erwarteten Menge von etwa 2g Protagon (geschiitzt aus dem 
Zuckergehalt der Phosphatidfraktion) nur 0,02 g Protagon gewonnen. Eine 
Aufklirung dieses merkwiirdigen Verhaltens der Phosphatidfraktion soll einer 
spiteren Untersuchung vorbehalten bleiben. Der in Tab. 1 angegebene 
Wert fiir die itherléslichen Glycerinphosphatide ist demnach etwas zu hoch. 


¢,) ——* aus Aceton- und Atherextrakt: 4,8 g¢ Substanz 
(3,14°/, P; 2,549, N; 7,7°/, Glycerin; Spuren Galaktose). Das Protagon 
wurde in Cloroform-Methylalkohol gelést, wobei ein unléslicher Riickstand 
von 0,18 g verblieb. Aus der Lésung krystallisierten 0,36 g Rohcerebroside 
aus. Eine Analyse derselben ergab: 0,19°/, P; 1,93, N; 0,8°/, Glycerin; 
5,5°/, Galaktose. Aus der Analyse wurde geschlossen, das diese als Rob- 
cerebroside bezeichnete Substanz nur ungefiihr zu einem Viertel aus Cere- 
brosiden bestand. Der Rest muBte zur Hauptsache eine phosphorfreie, N-haltige 
Substanz verunreinigt durch geringe Beimengungen von Glycerinphosphatiden 
enthalten. Da der Schmelzpunkt dieser Rohfraktion zwischen etwa 97 und 
110° lag, wurde das Vorhandensein von Lignocery]l- oder Cerebronylsphingosip 
vermutet. Zur Abtrennung von der Cerebrosidbeimengung wurde die Substanz 
mit warmem Ather extrahiert. Aus 0,17 g der Rohsubstanz wurden 0,12 ¢ 
einer weiBen Substanz erhalten, die mit gré8ter Wahrscheinlichkeit als 
Lignocerylsphingosin identifiziert werden konnte. Insgesamt waren also in 
0,36 ¢ Roheerebrosid — der Rest der Rohcerebrosidfraktion wurde zur 
Analyse derselben verwandt — 0,25 g Lignocerylsphingosin (?) enthalten. 
Aus dem zur Extraktion verwandten Ather wurden noch 0,08 g Cerebroside 
(umgerechnet auf 0,36 g Ausgangsmaterial) zuriickerhalten. 


Lignocerylsphingosin (?): Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton fand sich ein Schmelzpunkt von 91,5" 
(Lignocerylsphingosin 90,5° nach Thannhauser und Frankel’); 
Cerebronylsphingosin 83— 84° nach E. Klenk?")}. Molischsche 
Probe negativ. Phosphor qualitativ nicht nachweisbar. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 70° getrocknet (I). 

4,651 mg Subst.: 12,970 mg CO,, 5,158 mg H,O. Nochmals aus Aceton 
umkrystallisiert (I). ‘ 

48) Mac Lean, Biochemie. J. 6, 355 (1912); Biochem. Z. 57, 132 (1913). 

16) E. Klenk, Diese Z. 192, 217 (1930). 

17) E. Klenk, Diese Z. 153, 74 (1926). 
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‘orm- 4,910 mg Subst.: 13,685 mg CO,, 5,470 mg HO. — 11,27 (11,92) mg 
Io N: Subst. verbr. bei der Mikrokjeldahlbestimmung 1,70 (1,85) cem n/100-HC1. 
nach # Lignocerylsphingosin C,,H,NO, Ber. € 77,57 H 12,87 N 2,16. 
seren = erebronylsphingosin C,.H,,NO, Ber.. .,,:75,71 . ,, 12,56 - ;,.2:10 
cider & Gef.I ,,.7605 ,.1241 ., 211 
rie : Gef. Il ,, 76,17: , 1249 —,, 2)37. 
83° " Die gefundenen Werte fir Kohlenstoff liegen also zwischen 
uktion J den fir Lignoceryl- und Cerebronylsphingosin berechneten Werten. 
“a ' DaB bei der erhaltenen Substanz eine Mischung der beiden vor- 
der liegt, ist aber auf Grund der Schmelzpunktbestimmung unwahr- 
dem scheinlich. Eine weitere Reinigung konnte wegen Substanzmangels 
Kine nicht durchgefiihrt werden, doch soll der Versuch demniichst an 
. | einer gréBeren Menge Fétengehirne wiederbolt werden, 

iad Cerebroside: Zuckerbestimmung nach Kirk ergab 14,8°/, Galaktose. 
oo Aus der urspriinglichen Cerebrosidmutterlauge wurden nach Einengen durch 
agon Umkrystallisieren aus Pyridin 1,70 g iitherunlésliche Glycerinphosphatide 
and (4,03°/, P; 2,13°/, N; 10,3°/, Glycerin; Molischsche Probe zweifelhaft) 
oside gefunden. , 

eetn - ~ @) Protagon. aus Chloroform-Methylalkohol-Extrakt: 2,51 g 
Rob- —& Sabstanz (1,96°/, P; 5,07°/, N; 3,1°/, Glycerin; 9,3°/, Galaktose). Bei der 
Cere- Lésung in Chloroform-Methylalkohol hinterblieben 0,6 g¢ Substanz. Ferner 
Itige wurden noch 0,05 g itherunlésliche Glycerinphosphatide (8,2°/, Glycerin) 
den sowie, 0,5 g Substanz X (25,9°/, Galaktose) erhalten. 

und _- Insgesamt + an Lipoidstoffen ‘erhalten: 25,6 ¢ Fett- und 
<a | GCholesterin; 61,9 g atherlésliche Glycerinphosphatide; 1,75 g 
2g itherunlésliche Glycerinphosphatide; 0,08 g Cerebroside; 0,25 g 
- als Lignocerylsphingosin; 0,5 g Substanz X. Die Fett- und Cholesterin- 
o in — fraktion enthielt nach den Analysen noch itherlésliche Glycerin- 
n ' phosphatide, die von der erhaltenen Menge abgezugen und zu den 


atherléslichen Glycerinphosphatiden zugezihlt wurden. 


sicle 

| Neugeborene: 13 Neugeborenengehirne. Die Gehirne stammten 
slli- von ausgetragenen Friichten, die wihrend der Geburt oder im 
15° [—  Verlauf der ersten 8 Lebenstage infolge Geburtstraumen starben. 
17); & Das Material wurde gemeinsam aufgearbeitet. 
che §— 2900 g Frischsubstanz ergaben folgende Lipoidfraktionen: 


a) Fett- und Cholesterinfraktion: 23,0g¢ Substanz (0,74°/, P; 

) 0,58°/, N; 3,0°/, Glycerin; keine Galaktose). 
Se Atherlisliche Glycerinphosphatide aus Aceton- und 
Atherextrakt: 49,7 g Substanz (3,18%/, P; 1,72°/, N; 9,5°/, Glycerin; 

| 0,79), Galaktose). ; 

13). ££ “pb, Atherlésliche Glycerinphosphatide aus Chloroform- 
| Methylalkohol-Extrakt: 20,4 g Substanz (2,76°/, P; 3,21°/, N; 6,9°/, Gly- 
eerin; 4,1°/, Galaktose). Die Glycerinphosphatide wurden nach MacLean 


? 
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durch Emulgieren in Wasser und Fiillen mit Aceton gereinigt. Nach der 
Reinigung wurden 12,4'g ‘iitherlésliche Glycerinphosphatide (3,51, P 
1,85 °/, N; 10,9°/, Glycerin; 0;4°/, Galaktose) zuriickerhalten. Daneben wate 
noch 2,9 g Protazon aus der Rohfraktion gewonnen (Aufarbeitung vgl. unter c,): 

¢,) Protagon aus Aceton-'und Atherextrakt: 3,3 ¢ Substanz 
(3,11°/, P; 2 86° N N; 7,5°/; Glycerin; keine Galaktose). Bei der Aufarbeitung 
wurden 0,1 g in Chloroform-Methylalkohol unlésliche Substanz und obschon 
die allerdings nicht sehr empfindliche Bestimmung nach Loening-Thier- 
felder keine reduzierende Substanz ergeben’ hatte, 0,19 g Cerebroside 
(16,2°/, Galaktose) erhalten. Aus dem Riickstand der Mutterlaugen lieBen 
sich durch Umkrystallisieren aus Pyridin 0,55 g itherunlésliche Glycerin- 
phosphatide (3,60°/, P; 1,98°/, N; 10,1°/, Glycerin; Spuren Galaktose) iso- 
lieren. Aus den Pyridinmutterlaugen wurden nochmals 0,28 g itherunldsliche 
Glycerinphosphatide (3,98°/, P; 1,88°/, N; 11,0°/, Glycerin) gewonnen. Ins- 
gesamt wurden also 0,83 ¢g theranléslic he Glycerinphosphatide erhalten. 

ce.) Protagon aus Chloroform-Methylalkohol-Extrakt: 4,2 ¢ 
Substanz (2,26°/, P; 5,11°/, N; 3,5°/, Glycerin; 7,7°/, Galaktose). Daraus 
wurden 0,7 g in Chloroform-Methylalkohol unlésliche Substanz (3,64°, P; 
5,74°/,N) und 0,61 g Substanz X (24,8°/, Galaktose) erhalten. 

Protagon bei der Reinigung der Glycerinphosphatide b, 
erhalten: 2,9 g Substanz (2,25°/, P; 2,11°/, N; 5,0°/, Glycerin; 15,9°%, 
Galaktose). Daraus wurden bei der Aufarbeitung 1,01 g Substanz X (27,5, 
Galaktose) und 0,43 g iitherunlésliche Glycerinphosphatide (4,31 °/, P; 1,91°/, N; 
10,6°/, Glycerin; keine Galaktose) erhalten. 


Insgesamt an Lipoidstoffen erhalten: 18,8 g Fett und Chole- 
sterin; 66,3 g atherlésliche Glycerinphosphatide; 1,26 g d&ther- 
unlésliche Glycerinphosphatide; 0,19 g Cerebroside; 1,6 g Sub- 
stanz X. Auch hier wurde wie bei den Fétengehirnen der Phos- 
phorgehalt der Fett- und Cholesterinfraktion entsprechend be- 


riicksichtigt. 
Kind I: 1 Gehirn eines 13 Monate alten, an Scharlach ge- 
storbenen Kindes. 


860 g Frischsubstanz ergaben folgende Lipoidfraktionen: 

a) Fett- und Cholesterinfraktion: 12,8 g Substanz (0,14°%, P: 
0,39 °/, N; 1,1°/, Glycerin; keine Galaktose). 

b,) Atherlésliche 5 needa aus Aceton- und 
Atherextrakt: 23,4 g Substanz (3,35°/, P; 1,649), N; 9,5°/, Glycerin; 
1,0°/, Galaktose). 

b,) Atherlésliche Glycerinphosphatide aus Chloroform-Me- 
thylalk ohol-Extrakt: 13,2 g Substanz (3,05°/, P; 2,34°/, N; 7,6°/, Gly- 
eerin; 3,9°/, Galaktose). 

¢,) “oe aus Aceton- und Atherextrakt: 9,7 g Substanz 
(2,05 °/, P; 2,11°/, N; 3,8°/, Glycerin; 7,7°/, Galaktose). Daraus wurden 2,4 g¢ 
Cerebroside (17,9°/, Galaktose; P-frei) und 2,76 g Sphingomyelin (4,10°/, P 
2,52°/, N; 6,1°/, Glycerin; Molischsche Probe negativ) erhalten. Das 
Sphingomyelinpriiparat besteht offensichtlich etwa zu 50°/, aus dtherunlés- 
lichen Glycerinphosphatiden. 
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ce.) Protagon aus Chloroform-—Methylalkohol-Extrakt: 3,4g 
Substanz (2,22°/, P; 3,62°/, N; 2,9°/, Glycerin; 8,6°/, Galaktose). Daraus 
wurden 0,4 g in Chloroform—Methylalkohol unlésliche Substanz, 0,5 g Sub- 
stanz X (20,2°/, Galaktose) und: 0,3 g Sphingomyelin (3,90°/, P; 2,92°/, N; 
4,4°/, Glycerin; keine Galaktose) gewonnen. Das Sphingomyelinpriiparat 
enthilt etwa 30°/, itherunlésliche Glycerinphosphatide. | 


Insgesamt an Lipoidstoffen erhalten: 12,8 ¢ Fett und Chole- 
sterin; 36,6-g itherlésliche Glycerinphosphatide; 2,4 g Cerebroside; 
3,1 g Sphingomyelin; 0,5 g Substanz X. 


Kind II: 1 Gehirn eines 14 Monate alten Kindes, dessen 
Todesursache unbekannt ist. 


1018 g Frischsubstanz ergaben folgende Lipoidfraktionen: 

a) Fett- und Cholesterinfraktion: 9,4 g¢ Substanz (P-Spuren; 
2,19, Glycerin). 

Atherlésliche Glycerinphosphatide aus Atherextrakt: 11,7¢ 
Substanz (3,70°/, P; 1,93°/, N; 9,2°/, Glycerin; 2,0°/, Galaktose). 

Atherlésliche Glycerinphosphatide aus Aceton- und Chloro- 
form-Methylalkohol-Extrakt: 20,4 ¢ Substanz (3,15°/, P; 1,82°/, N; 
8,5°/, Glycerin; 1,3°/, Galaktose). . 

¢,) Protagon aus Aceton- und Atherextrakt: 9,8 g¢ Substanz 
(1,419, P; 1,86°/, N; 3,2°/, Glyeerin; 11,0°/, Galaktose). Daraus wurden 
4,5 g Cerebroside (P-frei; 17,8°/, Galaktose; JZ. 33,4) und 1,7 g Sphingomyelin 
(3,89°/, P; 2,64°/, N; 5,6°/, Glycerin; 0,2°/, Galaktose) erhalten. Aus dem 
Rohsphingomyelin wurden noch 0,15 g Cerebroside (12,7°/, Galaktose) ge- 
wonnen. 

e,) Protagon aus Chloroform-Methylalkohol-Extrakt: 2,4¢ 
Substanz. Daraus 0,6 g Substanz X (18,3°/, Galaktose) und 0,2 g Sphingo- 
myelin (3,51°/, P; 3,20°/, N; 1,8°/, Glycerin; Spuren Galaktose) erhalten. 


Insgesamt an Lipoidstoffen erhalten: 9,4 ¢ Fett und Chole- 
sterin; 32,1 g aitherlésliche Glycerinphosphatide; 4,6 g Cerebroside; 
1,9 g Sphingomyelin; 0,6 g Substanz X. 


Greisengehirn: 2 Greisengehirne. Fall 1. 78 Jahre. Todes- 
ursache: Dekompensatio cordis; Fall 2. 64 Jahre. Todesursache: 
Lungentuberkulose. Beide Gehirne wurden gemeinsam aufgearbeitet. 


2300 g Frischsubstanz ergaben folgende Lipoidfraktionen: 

a) Fett und Cholesterinfraktion: 20,6 g Substanz (0,19°/, P), 
auBerdem 40,4 g reines Cholesterin. Insgesamt also 61,0 g. 

Atherlésliche Glycerinphosphatide aus Aceton-Extrakt: 52,9 g 
Substanz (2,94°/, P; 1,50°/, N; 8,5°/, Glycerin; 1,3°/, Galaktose), aus Ather- 
extrakt: 34,1 g Substanz (3,51°/, P; 1,77°/, N; 8,9°/, Glycerin; 3,1°/, Galak- 
tose), aus Chloroform-Methylalkohol-Extrakt: 18,2 g Substanz (3,39°/, P; 
2,64°/, N; 9,5°/, Glycerin; keine Galaktose). Hinzu kommen noch bei der 
Aufarbeitung von Acetonprotagon erhaltene 11,9 g Glycerinphosphatide. Ins- 
gesamt also 117,1 g. Die vereinigten iitherléslichen Glycerinphosphatide 


o* 
o 
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wurden mehrmals mit Aceton umgefillt. Es wurden 114,3 g gereinigte 
Glycerinphosphatide (3,41°/, P; 1,94°/, N; 9,1°/, Glycerin; 1,4°/, Galaktose) 
wiedergewonnen. 

c,) Protagon aus Aceton- und Atherextrakt: 50,0 g Substanz 
(1,13°/, P; 1,92°, N; 2,8, Glycerin; 12,7°/, Galaktose). Daraus wurden 
25,8 g Cerebroside (18,2°/, Galaktose) und 1,6 g Sphingomyelin (3,82°/, P; 
2,87 °/, N; 3,4°/, Glycerin; Spuren Galaktose) erhalten. 

ce.) Protagon aus Chloroform-Methylalkohol-Extrakt: 1. Cere- 
brosidfraktion: 11,1 g Substanz (1,88°/, P; 2,57°/) N; 3,5°/, Glycerin; 12,6°, 
Galaktose). Daraus 2,6 g reine Cerebroside (20,7°/, Galaktose) erhalten. 
2. Sphingomyelinfraktion: 9,1 g Substanz (2,34°/, P; 5,62, N; 2,5°/, Gly- 
cerin; keine Galaktose). Bei der Aufarbeitung wurden folgende Sphingomyelin- 
fraktionen gewonnen: 1. 1,1 g Substanz (3,95 °/, P; 3,10°/, N; 1,7°/, Glycerin; 
keine Galaktose); 2. 0,4 g Substanz (4,10°/, P; 3,15°/) N; 1,5°/, Glycerin; 
0,7 °/, Galaktose); 3. 0,4 g Substanz (4,00°/, P; 3,14°/, N; 2,6°/, Glycerin; 
4,4°/, Galaktose); 4. 0,4 g Substanz (3,82°/, P; 3,18°/, N; 1,1°/, Glycerin; 
keine Galaktose). Die Substanz X ging bei der Adsorption gréBtenteils ver- 
Joren. Sie wurde daher nicht quantitativ bestimmt. 


Insgesamt an Lipoidstoffen erhalten: 61,1 g Fett und Chole- 
sterin; 114,3 g itherlésliche Glycerinphosphatide; 29,4 g Cere- 
broside; 3,9 g Sphingomyelin; Substanz X nicht bestimmt. 


Herrn Prof. Klenk bin ich fiir seine wertvolle Unterstiitzung zu be- 
sonderm Dank verpflichtet. Ferner méchte ich auch Frl. E. Schumann 
fiir die Durchfiihrung der Stickstoffanalysen und Herrn H. Tenhaeff fir 
seine Hilfe bei der Beschaffung des Untersuchungsmaterials an dieser Stelle 
meinen Dank aussprechen. 
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Uber die Tillmannsche Reaktion auf Vitamin C 
in Pflanzenextrakten*) 
Von 
C. Gatti und A. Knallinsky 
Ubersetzt von A. Chirife (I. Med. Klinik der Charité, Berlin) 


[Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Asuncién (Paraguay)} 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1939) 


Beim Studium des Skorbuts in der paraguayischen Armee 
wahrend des Chaco-Krieges haben wir die antiskorbutische, den 
Menschen schiitzende Wirkung des Fleisches frisch geschlachteter 
Tiere und die skorbuterzeugende Wirkung des getrockneten bzw. 
konservierten Fleisches bewiesen'). Wir konnten daraus schlieBen*’, 
daB der Mate*™*), in Widerspruch zu dem, was man bis damals be- 
hauptet hatte’), keine Schutzwirkung gegen Skorbut hat, auch wenn 
er als gewohnlicher Tee oder nach paraguayischer Art*) getrunken 
wird. Wir haben den Beweis erbringen kénnen, daB der Mate in 
jeder gebrauchten Zubereitungsart die Meerschweinchen nicht gegen 
den experimentellen Skorbut schitzt*). Dagegen spielt die Qualitit 
(frisch bzw. konserviert) des Fleisches eine wichtige Rolle, wenn 
die anderen Bestandteile der skorbuterzeugenden Kost (wie die 
des paraguayischen Soldaten im Chaco-Krieg) unverindert bleiben. 

Die Tillmannsche Reaktion zeigt fiir den Mate ein Reduktions- 
vermégen, das je nach dem analysierten Muster 15—18 mg Ascorbin- 
siure entspricht®). Kin groBer Teil dieses Reduktionsvermégens 
geht in den mit kaltem bzw. heiBem Wasser zubereiteten ‘T'ee iiber. 

Um den Widerspruch zwischen der groBen Erfahrung im 
Chaco-Kriege (etwa 2000 Mann wurden wegen Skorbut ins Lazarett 
geschickt, obwohl die Ration des paraguayischen Soldaten immer 
eine ausreichende Menge Mate enthielt) und unseren Versuchen an 


*) Erschienen Tribuna Universitaria Asuncidn 3, 18 (1938). 
**) Tlex paraguayensis. 
***) Man gieBt in einem besonderen Becher (Matetopf) heiBes baw. 
kaltes Wasser auf zerriebene Mateblitter und trinkt den Aufgu8 mit einem 
metallenen Ansaugroéhrehen. 
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Meerschweinchen einerseits und den Ergebnissen der Tillmann- 
schen Reaktion andererseits zu erkliren, haben wir eine Reihe 
von chemischen Proben durchgefiihrt, an denen wir feststellen 
konnten, daB die nach den bekannten Techniken verwendete 
Tillmannsche Reaktion auf Ascorbinsiure®) in den tanninhaltigen 
Pflanzenprodukten oder deren Derivaten (Mate, schwarzer chi- 
nesischer Tee, Kaffee usw.) unspezifisch ist. 

Das Medizinaltannin und seine Derivate (Gallussiiure) redu- 
zieren das Dichlorphenolindophenol auch nach Fallung mit Blei- 
acetat nach Bezssonoff") oder Formaldehyd§). Bleiacetat und 
Formaldehyd fallen nur teilweise Tannin und Gallussiure, denn 
die Filtrate geben nach der Fallung weiter die typische Reaktion 
mit den Ferrisalzen. Und gerade diese nicht fillbaren Bestand- 
teile der tanninreichen Substanzen reduzieren das Tillmannsche 
Reagens. 

Der Mate, wie er in den Handel kommt, enthalt 4—20°/, 
tanninartige Substanzen [nach verschiedenen Untersuchungen®)] und 
diese werden nur teilweise mit Bleiacetat bzw. Formaldehyd gefallt. 

Das Reduktionsvermégen des Mate verhilt sich wie das der 
Medizinaltanninlésungen, d.h.: 1. es nimmt zu bei Beriihrang 
mit Luft; 2. ebenso mit der Temperatur, in der die Reaktion vor- 
geht; 3. bei langerem Aufkochen. Dieses Verhalten steht 1m 
Gegensatz zu dem der Ascorbinsiure. Es ist bekannt, daB diese 
an der Luft und durch langeres Aufkochen allmahlich zerstért 
wird, wihrend das einfache Erhitzen ihr Reduktionsvermégen 
nicht beeinfluBt. 

Probe A. Es wird Mate in destilliertem Wasser (Verhialt- 
nis 3:1) 20 Minuten eingeweicht; man filtriert durch Papier und 
bestimmt im Filtrat das Reduktionsvermégen; man liBt dieses 
Filtrat in einer Flasche mit breiter Offnung stehen und man 
ersetzt tiglich das Verdunstungswasser. Die aufeinanderfolgenden 
Bestimmungen mit dem Tillmannschen Reagens ergaben: 1. Tag 
10; 3.Tag 25; 5.Tag 50; 7.Tag 66; 9.Tag 80; 11.Tag 133, wobei 
die Zahlen Milligramm Ascorbinsiure in 100 ccm Filtrat bedeuten. 

Probe A’. Zerriebene Petersilieblitter werden in einer Lésung 
von Acidum trichloraceticum (saure Reaktion mit Lackmuspapier) 
in der gleichen Form wie in der Probe A behandelt. Das Ver- 
halten ist wie folgt: 1.Tag 111; 2.Tag 80; 8.Tag 30; 4. Tag 14; 
11.Tag unbestimmbar. 

Probe B. Man siedet */, Stunde eine Infusion von Mate 
(deren Reaktion mit Lackmuspapier sauer ist) in einer Porzellan- 
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schale und ersetzt das Verdunstungswasser: das Reduktionsyermégen 
steigt von 15 auf 20 mg-°/,. Denselben Anstieg erhilt man, wenn 
man vorher mit Bleiacetat fallt. 

__ Probe B’, Eine Ascorbinsiéurelésung (Merck) wird bis zum 
Rotwerden des Lackmuspapiers | mit Acidum trichloraceticum an- 
gegiuert und bis zum Sieden erhitzt: sie verliert nach 1/, stiindigem 
Erhitzen 25°/, ihres Reduktionsvermégens. 

Probe C. Eine Medizinaltanninlésung wird bis 95° erhitzt 
und die Tillmannsche Reaktion bei dieser Temperatur durch- 
gefihrt. Das Reduktionsvermégen der T'anninlésung wird nach 
dem Erhitzen 3mal so groB wie vorher gefunden. 

Probe C’. Man macht dieselbe Probe C mit Mateinfusionen 
yor und nach der Fallung mit Bleiessig. Das Reduktionsvermégen 
steigt in demselben Verhiltnis wie in der vorhergehenden Probe C. 

Probe C”. Eine Lisung von Ascorbinséure (Merck) wird 
bis zum Sieden erhitzt und bei dieser Temperatur das Reduktions- 
vermégen bestimmt: es bleibt unverdndert. 

Der Versuch mit anderen tanninreichen Substanzen, wie 
chinesischem Tee, zeigt alnliche Resultate wie mit Mate. Der 
chinesische Tee ergibt mit der Tillmannschen Reaktion ein 
Reduktionsvermégen, das bei 100 g Blattern 40 mg Ascorbinsiure 
entspricht. Und es ist bekannt, dab, dieser Tee keine antiskorbu- 
tische Wirkung hat. 

Lésungen von Medizinaltannin sowohl wie starke Mate- 
infusionen zerstéren innerhalb weniger Stunden groBe Mengen 
von Ascorbinsiure, die man ihnen zugibt, wie die folgenden Proben 
beweisen: 

Probe D. Einer Medizinaltanninlésung, deren Reduktions- 
vermégen (durch die Tillmannsche Reaktion bestimmt) 10 mg 
Ascorbinsiure entspricht, wird 200 mg Ascorbinsiure (Merck) 
zugegeben. Das Reduktionsvermégen addiert sich und steigt sofort 
auf 210 mg-°/,, geht aber bald wieder herunter und in 1 Stunde 
findet man nur noch 200 mg-°/,, in 2 Stunden 180 und in 3 Stunden 
170 mg-°/,. Demgegeniiber hilt eine Ascorbinsiurelésung der- 
selben Starke in saurem Milieu ihr Reduktionsvermégen aufrecht. 

Probe D’. Man bereitet eine Mateinfusion und bestimmt 
das Reduktionsvermégen ohne Fillung mit Bleiacetat. Man findet 
eie Reduktionsfihigkeit, die 22 mg-°/, Acorbinsaéure entspricht. 
Man fiigt 250 mg Ascorbinsiure hinzu. Eine sofortige Bestimmung 
ergibt 272 mg-°/,. 1 Stunde spater findet man nur 100 mg-°/,; 
nagh 21/, Stunden 40 mg-°/, und nach 5 Stunden nur 36 mg-°/,. 











40 C. Gatti und A. Knallinsky, Tillmannsche Reaktion usw. 



































Das heibt, fast die ganze zugegebene Ascorbinsaure ist verlorei 
GS ee ee a 

Es ist méglich, das Tannin des chinesischen Tees durch 
2 bzw. 3 aufeinanderfolgende Fallungen mit Bleiessig und Natrium 
sulfuricum zu beseitigen. Man findet dabei, daB das Reduktions- 
vermégen in den Filtraten parallel mit Tannin abnimmt, und 
wenn nach der 2. oder 3. Fiallung die Ferrisalze kaum noch die 
charakteristische Reaktion des Tannins zeigen, wird das Reduktions- 
vermigen fast Null. 

Das Tannin des Mates ist viel schwerer zu beseitigen, denn 
es bleibt noch nach 3 und 4 aufeinanderfolgenden Fallungen in 
der Lésung erhalten. Wir haben es aber doch auf die folgende 
Weise entfernen kénnen. Das Filtrat der Mateinfusionen wird 
mit pulverisiertem rohem Leder gemischt (1 g Lederpulver aut 


je 10 ccm der Infusion) und diese Mischung wird 3 Stunden lang d 
stehengelassen. Dann wird mit Bleiacetat 2 mal gefallt. Nach 3 
der 1. bzw. 2. Fallung wird die Reaktion auf Tannin schon negativ u 
| und gleichzeitig verschwindet auch das Reduktionsvermégen. t 
Wenn Lésungen von Ascorbinsiure genau so behandelt werden, a 
zeigt sich ihr Reduktionsvermégen unverindert. k 


Aus den vorherstehenden chemischen Versuchen, den klinischen 
Beobachtungen wihrend des Chaco-Krieges und unseren friiheren b 
Versuchen an Meerschweinchen ziehen wir diese Folgerungen: E 

1. Die Tillmannsche Reaktion ist nicht anwendbar auf tannin- n 
haltige pflanzliche Produkte. Um diese Reaktion auch hier ver- u 
wenden zu kénnen, mu8 man zuerst das Tannin beseitigen und J 
zwar durch eine Methode, die die Ascorbinsiure nicht zerstért. \ 
Die dafiir notwendigen Verfahren werden sich nach den Tannin- . 


sae der verschiedenen pflanzlichen Produkte richten miissen. a 
. Tanninfreie Ausziige von Mate reduzieren Dichlorpheno'- h 
eerie: der Tillmannschen Reaktion nicht. : r 
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1, C. Gatti u. Mitarbeiter, Veréffentlichungen der LX. Versammlung der 7 
argentinischen Gesellschaft fiir Regionalpathologie 1935. h 

2. C.Gatti, P. Menendez u. A.Knallinsky, Rev.San.mil.(Parag.) 1935, 68, 
3. Pedro Eseudero, Alimentacion, Verlag Hachette, 1934. e 
4. C. Gatti u. Mitarbeiter, Rey. San. mil. (Parag.) 194, 69. V 
5. Adolfo Eseudero u. Mitarbeiter, Sem. méd. (Arg.) 1936, 53. ye d 
6. Orsini F. F. Nicola, Rev. méd. lat.-amer. (Acg.) 1936, 244. see 8 

7. Adolfo Eseudero, Ebenda. 


Orsini F. F. Nicola, Ebenda. 
Cesar C. Samaniego, Tex paraguayensis, Verlag El Arte, Asuncion, 193°. c 





BS, 





Uber einige stickstoffhaltige Bestandteile der Sojabohne 


Von 
Ernst Miller und Karl Armbrust 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 19389) 


Vor kurzem wurde im hiesigen Institut eine Untersuchung 
der Jackbohne [Cannavalia ensiformis’)] auf basische Extraktiv- 
stoffe vorgenommen, wobei auBer dem hier schon von Kitagawa 
und Tomiyama’) beschriebenen Canavanin und Arginin noch 
Cholin, Trigonellin, Betonicin und auBerdem zwei bisher unbekannte, 
als Canein und Kitagin bezeichnete Kérper zur Beobachtung 
kamen. mo 

Wir haben nun in gleicher Richtung die Samen von Soja 
hispida untersucht, die sich ja als Nahrungsmittel in unseren 
Breiten immer mehr durchsetzt, so daB schon deshalb eine ge- 
naue Kenntnis ihrer Zusammensetzung von Bedeutung ist. Uns 
interessierte dabei besonders, ob auch hier vielleicht, wie in det 
Jackbohne, Canavanin oder eine ‘hnliche O-Hydroxyamino- 
Verbindung vorkomme. In der Tat konnten wir denn auch deren 
Auftreten an dieser Stelle wenigstens wahrscheinlich machen, 
allerdings nur auf Grund qualitativer Reaktionen, da zur Iso- 
lierung des zugrunde liegenden Kérpers die Menge nicht aus- 
reichte. 

Ferner gelang uns der Nachweis, daB Adenin, Arginin, 
Cholin, Glykokollbetain, Trigonellin, Guanidin und 
Tryptophan in der Sojabohne frei vorkommen. Es zeigt sich 
hier zum ersten Male ein Fall, in dem in der Pflanzenwelt neben- 
einander Glykokollbetain und Trigonellin an derselben Stelle 
vorkommen, wihrend man bisher mit E. Schulze’) annahm, daf 
diese beiden Betaine sich in ihrem Vorkommen gegenseitig aus- 
schléssen. — Beachtenswert ist ferner die Beobachtung des Auf- 
tretens von Guanidin, denn dieses ist in freiem Zustande in 
der Pflanzen- wie in der Tierwelt bisher verhaltnismaBig selter 
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beobachtet worden. E. Schulze‘) gelang als erstem die Rein. 
darstellung des Guanidins als biologisches Produkt, und zwar 
in den Keimlingen der Wicke, wihrend er in ungekeimten Wicken- 
keimen die Base vermiBte. Da sie sich nach unserer Beobachtung 
ja vor der Keimung in der Sojabohne findet, ist also jedenfalls 
der Keimungsvorgang fiir die Entstehung des Guanidins keine 
Vorbedingung. 

Auch das Tryptophan isolierten wir in einer solchen Menge 
rein, daB eine analytische Sicherstellung neben der Charakteri- 
sierung durch qualitative Proben méglich wurde. Soviel wir sehen, 
ist dies das erste Mal, daB diese Aminosiure als frei vorkommendes 
Produkt des pflanzlichen Stoffwechsels in reinem Zustande isoliert 
und analysiert wurde, wihrend der qualitative Nachweis schon 
Ofter erbracht wurde. 

_  Angesichts der Bedeutung der Sojabohne als Nahrungsmittel 
ist die Literatur tiber ihre chemische. Zusammensetzung eine 
groBe. Da wir nur die darin frei vorkommenden stickstoffhaltigen 
K6rper in Betracht zu ziehen haben, so miissen in diesem Zu- 
sammenhang fir uns alle Untersuchungen ausscheiden, bei denen 
die Bohnen vorher der Keimung oder einer Hydrolyse oder gar 
einem FiaulnisprozeB unterzogen waren. S. Sasaki5) untersuchte 
vergleichend Samen und etiolierte Keimlinge auf Adenin, Guanin, 
Histidin, Arginin, Cholin, Trigonellin und Betain und gab das 
Vorhandensein dieser Basen in den ungekeimten Samen mit Aus- 
nahme des Glykokollbetains auf Grund praparativer Gewinnung 
an, wenn auch auf Verdéffentlichung der Analysenzahlen verzichtet 
wurde. Nicht beobachtet wurde in der Sojabohne von Sasaki 
das erst von uns festgestellte Vorkommen von Tryptophan und 


Guanidin. 
Experimenteller Teil 


19 kg entfettetes Sojabohnenschrot werden 2mal mit ins- 
gesamt 160 Liter 50°/,igem siedendem Alkohol extrahiert. Der 
abgekiihlte Auszug scheidet Eiweib ab, von dem abfiltriert wird. 
Bei dem nun folgenden Einengen im Vakuum hat man mit 
Schiumen zu kimpfen (Vakuum-Rapidverdampfer). Die schlieBlich 
alkoholfreie Lésung von 15 Liter wird mit 25 ccm konz. Phosphor- 
siure und 1200 ccm 50°/,igem Tannin versetzt. Bei Abtrennung 
des Niederschlages wird eine gewisse Triibung der Fliissigkeit 
unberiicksichtigt gelassen. Nach Beseitigung der Gerbsiure aus 
der Lésung in bekannter Weise folgt eine Abtrennung der freien 
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Basen mit Phosphorwolframsiure. Diese Fallung enthalt eine groBe 
Menge Kalium, das als Sulfat aus der schwach schwefelsauren 
Lésung der Basen mit Methanol weitgehend abgetrennt wird. Es 
wird dann zuerst mit Flaviansiure gefallt, worauf 85 g eines 
Flavianatniederschlages entstehen, der zum gréBten Teil aus dem 
Salz des Arginins entsteht. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
wird wean | : 
5,281 mg Subst.: 7,665 mg CO,, 1,960 mg H,O — 6,375 mg Subst.: 
1360 ein N,. (22,5°, 747 mm). 

C,H,.N,0.-C,.HeN-SO, Ber. .C 39,32 H4,13  N 17,22 

Gef. ,, 39,58 » 4,15 » 127,08. 

Die daraus mit Baryt gewonnene Liésung der freien Base 
dreht die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts, gibt 
intensive Sakaguchische Probe und JaBt sich in das charakte, 
ristische Kupfernitratsalz verwandeln. 

Die am leichtesten ldsliche Fraktion des urspriinglichen 
Flavianatniederschlages wurde gleichfalls in eine Lésung der 
freien Basen verwandelt. Diese zeigte mit Ejisenchlorid in der 
Warme Rotfarbung und reagierte auch mit einer dem Licht 
lingere Zeit ausgesetzten Lésung von Nitroprussidnatrium unter 
Rotfarbung. Diese beiden Reaktionen sind fiir Canavanin charakte- 
ristisch ®), Da das Canavanin auBerdem mit Flaviansiure nieder- 
zuschlagen ist, wie auch die hier in Rede stehende Fraktion, ist 
es héchst wahrscheinlich in der Jackbohne vorhanden. Zur end- 
giltigen priiparativen Sicherstellung des Canavanins in der Soja- 
bohne wird es einer wesentlich gréBeren Menge Ausgangsmaterial 


| bediirfen. 


In der Mutterlauge der Flaviansiurefillung wurde nach Be- 
seitigung des Fiallungsmittels direkt mit Silbernitrat und Baryt 
villig ausgefallt. Die Basen dieser Fallung versetzten wir in 
kleinem Volumen mit Quecksilbersulfat und Schwefelsiure (nach 
Hopkins) und konnten in diesem Niederschlag Adenin (250 mg) 
ud Tryptophan (88 mg) feststellen. Dabei schied sich das 
Adenin aus dem Sirup der freien Basen der Silber—Baryt-Fraktion 
durch Zusatz von Methanol in unreinem Zustande ab und lieferte 
dann ein schwer lésliches Pikrat, das nach dem Umkrystallisieren 
rein war. ' 

4,611 mg Subst.: 6,230 mg CO,, 1,050 mg H,O. — 6,120 mg Subst.t 
1,607 eem N, (13,5°, 741 mm). , 
C,H,N,.C,H,N,O, Ber. C3625 H222 N 30,78 

Gef. ,, 36,85 99 2,09 » 30,52 , 
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Das methanolige Filtrat des unreinen Adenins lieferte nach 
Beseitigung des Methylalkohols und mehrtigigem Stehen der 
konzentrierten Lésung, warzenartig angeordnete Krystalldrusep, 
die beim Gliihen deutlich nach Indol rochen. Die Hopkinssche 
Glyoxylsiureprobe war positiv, ebenso die mit p-Dimethylamino. 
benzaldehyd und konzentrierter Schwefelsiure, was beides den 
Indolkern anzeigt. Der positive Ausfall der Ninhydrinprobe sprach 
zudem fiir eine a-Aminosiure. Die Lésung des Kérpers drehte 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach links und lieferte, wie 
auch Tryptophan, ein sehr schwer lésliches, hellblaues Kupfersalz. 
Die Substanz schmolz unscharf bei 258° nach vorheriger Braun. 
farbung. 

4,572 mg Subst.: 10,835 mg CO, , 2,470 mg H,O. — 5,600, 5,870 mg Subst.: 
0,659 (13°, 742 mm), 0,717 (13°, 739 mm) cem N,, 

C,,H.N.O, Ber. C 6467 H5,93 N 13,72 
Gef. ,, 64,63 ,», 6,04 » 13,71, 14,18. 


Aus dem Filtrat der obigen Quecksilberfallung, die Adenin 
and Tryptophan enthalten hatte, lieB sich durch Alkoholzugabe 
noch Arginin niederschlagen, das in einer Menge von 4 g seines 
Flavianates gewonnen wurde. 

Die Basen des Filtrates der Silber—Barytfallung, also bp 
sogenannten Lysinfraktion, wurden einer Fraktionierung mit 
Reineckatsalz*) unterzogen, und zwar bei alkalischer und saurer 
Reaktion. Aus dem mit Reineckatsalz bei ammoniakalischer 
Reaktion fallendem Anteil konnten 25 g Cholinpikrat hergestellt 
werden (fiir Cholinpikrat Ber. N 16,90°/,, Gef. 17,50), das zum Teil 
in das Goldsalz verwandelt wurde (fiir Cholingold Ber. Au. 44,50. 
Gef. 44,58, Schmelzp. 265°). 

Das Filtrat der ammoniakalischen Reineckatsalzfallung wurde 
mit Schwefelsiure congosauer gemacht und noch mit Reineckatsalz 
vollig ausgefallt. Der so erhaltene Niederschlag wurde gleichfall: 
(mit Silberoxyd bei schwefelsaurer Reaktion usw.) in eine Lésung 
der freien Basen verwandelt. Beim Aufnehmen des Einengungs- 
riickstandes derselben mit Alkohol blieb eine Abscheidung zuriick. 
aus der nichts isoliert werden konnte; wohl aber gelang dies in 
dem in Alkohol léslichen Anteil durch Fallung mit alkoholischer 
Quecksilberchlorid. Aus dem so gewonnenen Niederschlag lieBex 
sich 120 mg eines in Alkohol schwer léslichen Chlorides gewinnet, 
das beim Glihen nach Pyridin roch und sich als Trigonellin- 
chlorid erwies. Es zersetzte sich bei 256°. 
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chloraurat charakteristischen langen Prismen. 
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3,549 mg Subst,: 6,305 mg CO,, 1,530 mg H,O. — 5,690 mg Subst.: 
402 eem N, (19,5°, 753 mm). 


C,H,NO,-HCl Ber. C 4840 H465 N 8,08 
Gt . 66 . 482 ,, 817. 


Das hieraus gewonnene Goldsalz wurde aus starker Salzsiiure um- 
xrystallisiert. 


5,474 mg Subst.: 3,575 mg CO,, 0,930 mg H,O. — 5,020 mg Subst. : 
2075 mg Au. 
C,H,NO,-HAuCl, Ber. © 17,6 H 1,7 Au 41,3 
Bef, = 5: FEB » 1,90 » 41,34, 


Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser entstand das charakte- 
ristische irreguliire Goldsalz des Trigonellins. 
7,625 mg Subst.: 2,905 mg Au. 


(C,H,NO,),-(HAuCl,), Ber. Au 37,73 
Gef. ,, 38,10. 


Aus dem Filtrat der alkoholischen Quecksilberfallung lieBen 
sich nach Beseitigung des Alkohols und Quecksilbers 90 mg Glyko- 
kollbetain gewinnen. 

3,606 mg Subst.: 5,175 mg CO,, 2,520 mg H,O. — 6,360 mg Subst.: 
1491 eem N, (20°, 753 mm). 


C,H,,NO,-HCl Ber. C 39,06 117,87 N 9,12 
Gef. ,, 39,14 ,, 7,82 ,, 8,91. 


Das daraus gewonnene Chloraurat bestand aus den charakte- 
ristischen glanzenden Flittern. 

5,412 mg Subst.: 2,655 mg CO,, 1,330 mg H,O0. — 8,655 mg Subst.: 
3,735 mg Au. 


C,H,, NO.-HAuCl, Ber. C 13,13 H 2,71 Au 43,14 
Gef. ,, 13,38 a ate »» 40,105. 


Der nicht mit Reineckatsalz fallende Anteil der Lysinfraktion 
lieferte nach Beseitigung des Fallungsmittels ein schwer lésliches 
Salz mit Pikrinsiure, das sich als Pikrat des Guanidins (0,37 g) 
erwies. 


4,491 mg Subst.: 4,880 mg CO,, 1,200 mg H,O. — 5,990 mg Subst.: 


1,543 eem N, (21,5°, 752 mm). 


CH,N,-C,H,N,O, Ber. C2914 H2,80 N 29,22 
Gef, ,, 29,68  ,, 2,99  ,, 29,54. 


Zersetzungspunkt unscharf bei 334—338°. 
Das daraus gewonnene Goldsalz krystallisierte in den fiir Guanidin- 
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4,692 mg Subst.: 0,540 mg CO,, 0,630 mg H,O. — 7,910 mg Subst. 
3,910 mg Au. — 6,995 mg Subst.: 0,661 cem N, (18,5°, 751 mm). 


CH,N,HAuC] Ber. © 3,01 H151 Au 4940 N 10,55 
a 1.30 ee ee. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
fiir die Beschaffung von Mitteln zur Durchfiihrung dieser Arbeit, 
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Ein neues Verfahren zur Beseitigung von Salpetersdure 
Von 
Ernst Miiller und Charlotte Burchard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1939) 


Nicht nur bei Uberfihrung von Nitraten in andere Salze 
oder freie Kérper, sondern auch im Laufe mancher biochemischer 
Aufarbeitungen stért die Schwierigkeit, Salpetersiiure véllig be- 
seitigen zu kénnen. Zwar gelingt es ja mit Nitron'), die Salpeter- 
siure so gut wie quantitativ auszufillen, man hat sich aber wohl 
meist gescheut, das Nitron anzuwenden wegen der Schwierigkeit, 
den OberschuB dieses Fallungsmittels wieder zu beseitigen. Wir 
glauben diese nun iiberwunden zu haben durch die Anwendung 
von Pikrinsiure, deren Salz mit Nitron an Schwerléslichkeit das 
Nitronnitrat noch ibertrifft*), Beseitigt man das bei der Fallung 
von Salpetersiure iiberschiissig zugegebene Nitron durch Zugabe 
von wiBriger Pikrinséurelésung zum Filtrat im UberschuB, so 
hat man nur noch aus dem Filtrat des Nitronpikrates die Pikrin- 
siure durch Ausathern bei saurer Reaktion zu entfernen. 

Bei Beseitigung gréBerer Mengen Salpetersiiure machen wir 
vorher von der Schwerléslichkeit des Bariumnitrates in Alkohol 
Gebrauch. Als Beispiel bringen wir die Aufarbeitung einer so- 
genannten Lysinfraktion, wie sie z.B. bei der Untersuchung einer 
KiweiBhydrolyse oder der Basenfraktion wasserléslicher Extraktiv- 
stoffe anfallt. 

Es liegt in solchen Fallen eine barytalkalische Fliissigkeit 
vor, welche auBer nicht unerheblichen Mengen Salpetersiure 
auch noch Silber in Lisung hat. Man beseitigt zuerst das Barium 
méglichst genau mit Schwefelsiure und nach Filtration ebenso 
das Silber mit Salzsiure. Die jetzt von freier Salpetersiure 
kongosauer reagierende Flissigkeit wird mit Baryt im Uberschu8 
versetzt. Man leitet CO, bis zur Siattigung ein, filtriert vom 
Bariumcarbonat ab und engt im Vakuum auf ein méglichst 
kleines Volumen ein. Jetzt wird durch Zugabe einer vielfachen 
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Menge von Methanol der gréBte Teil des Bariumnitrats krystalli- 
nisch gefallt, das sich am anderen Tage noch vermehrt hat. Statt 
mit Methanol kann man auch mit Athanol oder einem Gemisch 
beider zum Ziel kommen, mui aber beriicksichtigen, daB ein 
Uberschu8 von Athanol gelegentlich schon organische Substanzen 
niederschlagt. Aus dem Filtrat vom Bariumnitrat wird der Alkohol 
im Vakuum abdestilliert. Zu der nun waBrigen Fliissigkeit gibt 
man so lange eine Lésung von 15 g Nitron in 100 ccm 5°/iger 
Schwefelsiure ;hinzu, bis weiterer Zusatz keinen Niederschlag 


“mehr gibt. Es ist zweckmaBig, das entstandene Nitronnitrat erst 


abzufiltrieren. Das Filtrat wird jetat vorsichtig mit waBriger 
Pikrinsiure ausgefallt, wobei man einen zu grofen Uberschuf 
leicht vermeiden kann. Man filtriert jetzt vom Nitronpikrat ab, 
athert die Pikrinsiure bei Gegenwart von Schwefelsiure aus und 
hat dann nach Beseitigung der Schwefelsiure eine Lésung der 
freien Basen. 

Ein Vorzug dieses Verfahrens ist auch noch die Vermeidung 
einer zweiten Phosphorwolframsiurefallung, der leicht ldsliche 
Phosphorwolframate entgehen kénnen, abgesehen von den Ver- 
lusten, die jede Zersetzung eines Phosphorwolframsiurenieder- 
schlages mit sich bringt. 


Schrifttum 


1. M. Busch, Ber. chem. Ges. 38, 861 (1905). 
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Zur Kenntnis der Vitamin B,-Wirkungen. I 
Von 
Hans von Euler und Bertil Higherg 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1939) 


1. Brenztraubenséuregehalt im Rattenblut bei Vitamin A-Mangel 
unter dem Ejinflu8 von Cocarboxylase und Leberfaktoren 


Die durch Peters und durch Simola entdeckte Anhiufung 
von Brenztraubensiéure (BTS) im Gehirn bei Vitamin B,-Mangel 
erstreckt sich auch auf andere Organe und wurde z. B. im Blut 
schon vielfach nachgewiesen. Diese BTS-Steigerung nimmt hohe 
Betrige an: Wihrend Rattenblut nach gemischter Kost unter 
normalen physiologischen Umstinden und bei einer Temperatur’) 
von etwa 20° 10—14y7 BTS je ccm enthilt, erhéht sich diese 
Konzentration bei Vitamin B,-Mangel auf das 4fache. Man beob- 
achtet auch eine Anhiufung der Milchsiure, aber nicht proportional, 
sondern in geringerem Grade; wir werden hierauf in einer folgenden 
Arbeit zuriickkommen. Gleichzeitig geht der Gehalt des Blutes 
an Aneurin zuriick, oder, was wesentlicher ist, der Cocarboxylase- 
gehalt sinkt auf etwa die Hialfte. 

Wir haben untersucht, wie sich der BTS-Gehalt des Ratten- 
blutes unter verschiedenen diatetischen und anderen Einfliissen 
indert. Der BTS-Umsatz ist nimlich der hinsichtlich Kohlen- 
hydratabbau und auch hinsichtlich Aminosiuresynthese zentrale 
Vorgang, und es ist zweifellos eine wichtige Aufgabe festzustellen, 
in welcher Weise sich der BTS-Umsatz in und an den Nerven 
im Blut widerspiegelt. Jedenfalls ist der BTS-Gehalt des Blutes 
ein wertvoller Test, und es ist notwendig, die verschiedenen Kin- 
fliisse kennen zu lernen, welche den BTS-Gehalt vermehren, um 
bei klinischer Verwendung desselben die richtigen Schliisse ziehen 


zu kénnen. 


1) Es ist bekannt, daB die Temperatur den BTS-Umsatz stark beeinfluBt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 4 
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Zur Methodik. Wir haben den BTS-Gehalt des Blutes im wesent. 
lichen nach der von Lu’) angegebenen Vorschrift bestimmt, welche sich an 
die Dinitrophenylhydrazin-Methode yon Krusius’) anschlieBt. Dadureh 
werden gleichzeitig andere Ketosiiurefit erfaBt, von denen hier die a-Keto- 
glutarsiiure zunichst in Betracht kommt. Indessen fand hier B. Higberg 
bei einem vergleichenden Fallungsversuch mit eingewogenen Mengen Brenz- 
traubensiiure und o-Ketoglutarsiure die gleiche Dinitrophenylhydrazonmenge 
fiir 15 7 Ketoglutarséure und 1,9 Brenztraubensiiure. Es ergab sich also 
— in Ubereinstimmung mit Versuchen von Lu —, daB der «a-Ketoglutar- 
siurewert 7—8 mal tiefer liegt als der BTS-Wert. 

Die hier studierte auffallende Tatsache, die vor einiger Zeit 
ganz kurz mitgeteilt wurde, ist folgende: Bereitet man junge 
Ratten in der iblichen Weise fiir Vitamin-Versuche vor durch 
eine Grundkost, welche die Zusammensetzung hat: 

100 Teile Casein 65 Teile gehirtetes Arachisfett 

300 Teile Gluten 25 Teile Salzmischung 
und erginzt diese Grundkost, welche die Vitamin B-Komponenten 
enthilt, durch 1 g Trockenhefe, so tritt wegen des Vitamin A-Mangels 
in bekannter Weise nach einigen Wochen der Wachstumsstill- 
stand ein. Vergleicht man das Blut solcher Ratten mit dem- 
jenigen von gleich alten bei normaler, gemischter Diat aut- 
gezogenen Tieren, so ergibt sich eine starke Verschiedenheit des 
BTS-Gehaltes: 


nach normaler Ernihrung: Mittel 127 BTS je cem Blut 
nach A-freier Ernihrung: Mittel 437 BTS je cem Blut. 


Wir haben also hier bei vollkommen hinreichender B, -Zufuhr 
einen Brenztraubenséurespiegel, welcher demjenigen bei einer 
B,-Avitaminose entspricht. Gibt man dann diesen Ratten eine 
ausreichende Tagesdose von Carotin oder Vitamin A, so setzt; 
wie immer, die Gewichtszunahme wieder ein und gleichzeitig sinkt 
der BTS-Gehalt des Blutes auf den normalen Wert. 

Man kann aber weiterhin den abnorm hohen BTS-Spiegel 
der A-avitaminotischen Ratten wesentlich senken, wenn man ihnen 
wihrend des Vitamin A-Entzuges einen Uberschu8 von Vitamin 
B-Komponenten, z. B. in Form von frischer oder trockner Hefe 
gibt. Die hier verwendete Brauerei-Trockenhefe (Hamburger- 
Brauerei in Stockholm) enthalt rund 100y Aneurin und auBer- 
dem rund 1807 Cocarboxylase. Durch eine Tagesdose von 1 g 
Brauerei-Trockenhefe erhilt also die Ratte einen sehr groben 


'' Lu, Biochemie. J. 38, 249 (1939). 
*) Krusius, Suomen Kemistilehti B 9, 10 (1938). 
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('berschuB an B,, das 50—100fache ihres Tagesbedarfs. Der 
BTS-Spiegel geht dadurch wieder auf den Mittelwert 12 y zuriick. 

Ks hat sich nun in Verfolgung dieser, wie wir glauben, fiir 
unsere Auffassung von der Vitaminwirkung bemerkenswerten 
Beobachtungen gezeigt, daB diese Zusatzwirkung von Aneurin zu 
A-avitaminotischen Ratten gréBer ist, wenn, wie im obigen Hefe- 
versuch, nicht nur Vitamin B,, sondern gleichzeitig auch andere 
B-Komponenten zugesetzt werden. Diese Feststellung veranlaBte 
folgende Versuche: 

Von einem Wurf A- avitaminotischer Ratten wurden 2 Tiere 
27268 und 27269) auf ihren BTS-Gehalt direkt untersucht. Die 
Versuche ergaben einen BT'S-Gehalt von 34 und 40,5 7 BTS 
je com Blut. 

2 Tiere des gleichen Wurfes erhielten zur A-freien Kost 
einen extremen Uberschu8 von Aneurin, nimlich 10 mg. Nach 
18 Stunden ergab die Dinitrophenylhydrazin-(DPH)-Priifung fol- 
gendes Resultat: 

Ratten Nr. 27360 und 27362: Alter 14 Wochen. Gewicht 129 bzw. 
128 g. A-freie Kost seit 59 Tagen. 

Ratte 27360... . 22,5 und 23,3 y BTS je cem Blut 
Ratte 27362... . 25,0 ,, 25,07 WE 

Durch den sehr groBen Aneuriniiberschu (etwa das 1000fache 
des Tagesbedarfes) war also der BT'S-Gehalt des Blutes zwar von 
rund 37 auf 24 y zuriickgegangen, aber nicht bis auf den Normal- 
wert 12 y. 

Wir haben in Betracht gezogen, daB bei Vitamin A-Mangel 
die Phosphorylierung des Aneurins teilweise gehemmt oder ver- 
zigert ist und haben deswegen statt Aneurin das direkt wirksame 
Co- Enzym, die Cocarboxylase eingegeben, und zwar ebenfalls in 
ganz reiner Form?) und in sehr groBem UiberschuB, namlich 25 mg. 

Zwei Parallelversuche mit Ratten des glichen Wurfes 
ergaben : 

Ratten Nr. 27270 und 27267. Alter 13 Wochen. Gewicht 120 g, 
A-freie Kost seit 56 Tagen. 

Ratte 27270. . . . 13,5 und 14,5 y BTS je cem Blut 
Ratte 27267... . 125 ,, 14,07 aia 

Hier wurde also der Riickgang der BTS auf den normalen 

Wert erreicht. 





1) Die durch den A-Mangel hervorgerufene Gewichtsabnahme erreicht 
aber durch diesen B,-Uberschu8 nicht wieder ihren normalen Wert. 
4* 
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Der Versuch wurde wiederholt mit 2 A-frei ern’hrten Ratten 4: 
eines anderen Wurfes. Zusatz wieder 25 mg per os. je 


Ratten Nr. 27334 und 27335. Alter 13 Wochen. Gewicht 129 und 
127 g. A-frei ernéhrt seit 61 Tagen. 


Ratte 27334... . 11,5 und 10,7 y BTS je cem Blut 
mee ieee. ow 2 TD 4, TBD e ue 8 ; 


Zum Vergleich verwendeten wir ein Priparat, welches neben 
Aneurin (50°/,) und Cocarboxylase (30°/,) rund 20°/, Aneurin- 
monophosphat enthielt. Das negative Resultat dieses Versuches & ve 
deutet darauf hin, daB das Monophosphat — etwa durch die & ,o 
Blockierung des Apo-Enzyms — die Wirkung der Cocarboxylase & ,;: 
hemmt. Weitere Versuche sind aber erforderlich, um die Wirkung & yy 
des Aneurinmonophosphates aufzuklaren, dessen Rolle im Tier- & ph 
kérper iiberhaupt noch unbekannt ist. un 

Zum Vergleich haben wir aus zwei Wiirfen je zwei mit ge- & )) 
mischter Kost ernihrte Ratten des entsprechenden Alters und & ny 
Gewichts untersucht. Das Paar 1 zeigte einen verhaltnismabig & yo 
hohen BTS-Gehalt, nimlich im Mittel 13,5 y/cem Blut. Nach Kin- & pe 
gabe von 10 mg Aneurin per os ergab sich im Blut nach 18 Stunden 
im Mittel 14,2, also eine leichte Steigerung durch den sehr grofen 
B,-UberschuB. Beim zweiten Rattenpaar blieb der BTS-Gehalt 
annahernd gleich (12,8 und 13,4). 

Der Dinitrophenylhydrazintest im Blut ist, wie wir und 
friher schon Lu u.a. betont haben, nicht ausschlieBlich von 
Brenztraubensdure veranlaSt, sondern wird auch von der Gegen- & \, 
wart anderer Ketoséuren beeinfluBt und ist auBerdem von der & \, 
Temperatur, unter welcher die Ratten leben und von ihrem § ;; 
physiologischen Zustand abhingig. In Zusammenhang mit kli- & 4;, 
nischen vergleichenden Versuchen iiber Wirkungen des reinen & ,; 
Aneurins und des gesamten Vitamin B-Komplexes mit und ohne 
Zusatz anderer Ergone haben wir an A-avitaminotischen Ratten 


ein Leberpraparat gepriift, welches aus Leberbrei sofort nach dem ™ 
Schlachten (da sonst die vitaminwirksamen Co-Enzyme teilweise ; 
zerstért werden) durch Fallen mit der 5fachen Menge Alkohol § “” 


dargestellt wurde. AuBer den anti-animischen Faktoren enthilt 
das Praiparat je Gramm 50—100 y freies und rund 250 y (als 
Cozymase) gebundenes Nicotinsiureamid und etwa 25 y Co- 
carboxylase. 

Zwei Versuchsreihen mit je zwei demselben Wurf ent- @ J. 
stammenden Ratten (13 Wochen alt), welche wahrend 46 Tagen 
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A-freie Kost erhalten hatten. Ohne Zusatz 37,5 und 40,0 y BTS 


je com Blut. 
Ratte 27439 nach Eingabe von 0,4 g Leberpriparat 13,0 u. 14,0 y BTS 
Ratte 27437, a » O4¢g r 14,5 u. 13,5 7 
Ratte 27436 _,, ‘i 2 ee ‘i 11,5 u. 10,07. 


2. Brenztraubenséure im Blut nach Eingabe von Vitamin B,, 
Cocarboxylase und Insulin 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns die Beobachtung mit- 
geteilt '), da& Injektionen von Aneurin sowie von Cocarboxylase und 
von Insulin bei gesunden Menschen nicht nur den Brenztrauben- 
siuregehalt des Blutes, sondern auch den Phosphatgehalt (freies 
und anorganisches Phosphat) des Harnes herabsetzen. Die Phos- 
phatausscheidung an sich und ihre Beeinflussung durch Aneurin 
und Insulin zeigen starke Tagesschwankungen, die hier mit Herrn 
Dr. F. Schlenk naher studiert werden. Wir fihren als Beispiel 
nur 2 Werte an, die sich auf Harnentnahmen um 10° und 11% 
vormittags beziehén. Mittlere P-Abnahme (gleiche Versuchs- 
person unter gleichen Umstinden) ohne Eingabe 200 7’). 


So ergaben z. B. Injektionen von 10 Insulin-Kinheiten und 
von 2 mg Cocarboxylase ziemlich gleichheitlich: 


bo Pacem vat oe oe ae Ce ee 700 y P in 1 eem Harn 
1 Stunde nach Eingabe. . . . 3007 ., ., 1 


Gleichzeitig fiel der Brenztraubensiuregehalt des Blutes so- 
wohl im Insulin- als im Cocarboxylaseversuch um 75 °/,, was sich 
wohl auf die durch Insulin gesteigerte BTS-Oxydation zuriick- 
fihren l48t. Bei den von Krebs und Eggleston sowie neuer- 
dings von Shorr und Barker beobachteten oxydativen Insulin- 
wirkungen fungiert evtl. die BTS als Substrat. 


Wir finden bei Ratten einen ahnlichen Effekt der Insulin- 
injektion und Aneurineingabe auf den BTS-Gehalt des Blutes. 


Kine Eingabe von 0,04 Insulin-Einheiten rief nach 1 Stunde 
emen Abfall von im Mittel 60°/, BTS je Kubikzentimeter Blut 
hervor (12 y auf 7 7). 





') H. v. Euler, Vortrag gehalten am 27. November 1939 vor dem intern. 
Kurs der Berliner Akademie fiir drztliche Fortbildung. 

*) Vgl. beziiglich der Insulinwirkung Sokhey u. Allan, Biochemic. 
J. 18, 1170 (1924); ferner Blatherwick, Bell u. Hill, J. of Biol. Chem. 
61 (1924), 
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Sehr groB sind die Tages-Schwankungen des P-Gehaltes in 
Harn einer und derselben Person. Sehr groB sind ferner die Unter. 
schiede im BTS-Gehalt, besonders aber im P-Gehalt zwischen 
verschiedenen Patienten bzw. gesunden Personen. Wir werden 
hierauf sowie auf den Zusammenhang zwischen dem BT'S-Umsatz 
und den rhythmischen Schwankungen der Leberfunktionen') mit 
alternierender Glykogenspeicherung bald zuriickkommen. 

Sowohl fiir die Erforschung der Aneurinwirkungen als der 
Rolle des Insulins erscheint uns die Verfolgung der hier mit- 
geteilten Beobachtungen von wesentlichem Interesse. Wir haben 
uns der Frage zugewandt, in welcher Weise der Phosphatumsatz 
mit der Wirkung einerseits von Insulin, andererseits von Aneurin 
und Cocarboxylase verkniipft ist, und wir haben zundchst eine 
Stérung des Gleichgewichtes Glykogen—Cori-Ester und eine Be- 
einflussung der Umphosphorylierung in Betracht gezogen. 

Wir haben deswegen den HinfluB von Adenylsiure an gesunden 
Versuchspersonen (ohne Effekt), sowie von Zn an Versuchstieren 
studiert, letzteren EinfluB besonders in Riicksicht auf Ungleich- 
heiten zwischen den Wirkungen zwischen Altinsulin und Zn-In- 
sulinat. 

Zn-Dosen von 50—400 y per os steigern bei Ratten den 
BTS-Gehalt des Blutes bedeutend, und zwar von rund 12 y bis 
auf 25 y je ccm Blut. 

Beobachtungen von P.M.Gill und H.Lehmann’) iiber den 
EKinflu8 des Insulins auf die Bildung des Robisonester und des 
Cori-Esters in vitro geben vielleicht einen Anhaltspunkt zum 
Verstindnis der hier mitgeteilten Tatsachen. 


') E. Forsgren, Uber die Rhythmik der Leberfunktion. Stockholm 
1935. — M6llerstrém, Dtsch. Arch. klin. Med. 178, 484 (1932). 
2) P. M. Gill u. H. Lehmann, Biochemie. J. 38, 1151 (1939). 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
59. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinair-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1939) 


Zur Konstitution der aus Dehydrocholsaure-trioxim erhaltlichen 
Verbindung C,,H,,N,0,, ihres Oxims und dessen Umlagerungsproduktes 


Dehydrocholsiure-trioxim, C,,H,,N,O, (I) geht unter der Kin- 
wirkung von Salpetersiure (D.1,4) bei Zimmertemperatur in eine 
gut krystallisiereride Verbindung C,,H,,N,O, iiber, die auf Grund 
ihrer intensiv dunkelroten Farbreaktion mit Hisen (II])-chlorid als 
eine Hydroxamsiure (Nitroketohydroxamsiure) angesprochen wurde’). 
Als Strukturformel ist fiir diese Siure zunichst das Symbol Il 
aufgestellt worden. Spiter ergab sich dann, daB die in der 
Verbindung angenommene Hydroxamsiuregruppe allem Anschein 
nach nicht im freien Zustand vorhanden ist, vielmehr in irgend- 
einer Weise festgelegt sein muB, denn gegen Salpetersiure ist 
diese Gruppe im Gegensatz zu dem Verhalten anderer Hydroxam- 
siuren der Gallensiurereihe verhiltnismaBig bestandig, was ja 
auch der Bildungsweise der Nitroketohydroxamsiure entspricht. 
Da auch die Nitrogruppe nicht so reaktionsfihig ist wie in einer 
nahe verwandten Verbindung, wurde fiir die Nitroketohydroxam- 
siure als eine mégliche Formel das Strukturbild III angenommen’). 
Durch Oximieren kann man aus der Nitroketohydroxamsiure eine 
Nitrooximinohydroxamsiure C,,H,,N,O, herstellen, die sich durch 
heiBe 90°/,ige Schwefelsiure zu einer Nitrolactamhydroxamsiure 
C,,H,,N,0, umlagern lat. Auch in der Oximino- und in der 
Lactamsiure ist die Hydroxamsiuregruppe gegen Salpetersdure 
relativ bestandig, weshalb auch hier die gleiche ,,Blockierung“ 
der Gruppe wie bei der Nitroketohydroxamsiiure anzunehmen ist. 


1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 181, 185 (1929). 
*) Diese Z. 230, 202 (1934). 
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In der Oximinosaure befindet sich an Stelle der Ketogruppe des 
Ringes C der Nitroketohydroxamsiure eine Ketoximgruppe, in der $ 
Lactamsiure ist der Ketoring © durch den Lactamring C (wie in u 
V und VI) ersetzt. Durch Reduktion kann aus der Nitroketohydr- N 
oxamsiure eine Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,0, (IV) erhalten g 
werden, die durch vorsichtige Hydrolyse in eine Diketohydroxam- 
siure C,,H,,NO, (Formel wie IV, aber an Stelle der Ketoxim- 
gruppe in Ring B eine Ketogruppe) iibergeht, durch Behandeln 
mit Hydroxylamin aber in ein stickstoffreiches Produkt tibergefihrt 
werden kann, aus dem sich eine Dioximinohydroxamsiure C, ,H,, N,0, 
(Formel wie IV, aber an Stelle der Ketogruppe in Ring C eine 
Ketoximgruppe) gewinnen laBt. Diese Dioximinohydroxamsiure 
kann auch aus der Nitrooximinohydroxamsaure durch Reduktion 
bereitet werden und geht durch vorsichtige Hydrolyse in die schon 
genannte Diketohydroxamsiure C,,H,,NO, iiber. Durch heibe 
90°/,ige Schwefelsiure wird die Dioximinoséure in die Oximino- 
lactamhydroxamsaure C,,H,,N,O, (V) umgelagert, die auch aus der 
Nitrolactamhydroxamsaure C,,H,.N,O, durch Reduktion erhalten 
werden kann. Die Stellung der NH- und der CO-Gruppe im 
Lactamringe der Saéuren V und VI ist nicht sicher, u. U. miiBten 
diese Gruppen ihre Plitze miteinander tauschen. SchlieBlich 
kann durch vorsichtige Hydrolyse aus der Saéure V eine Keto- 
lactamhydroxamsiure (Formel wie V, aber an Stelle der Ketoxim- 
gruppe in Ring B eine Ketogruppe) bereitet werden. Das folgende 
Schema faBt die eben skizzierten Reaktionen kurz zusammen. 
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Wie bereits erwahnt, ist die Hydroxamsiuregruppe in den 
3 Nitroverbindungen gegen Salpetersiure (D. 1,4) verhaltnismaBig 
stabil und aus diesem Grunde hier als blockiert angenommen worden, 
wihrend sie in den 5 anderen Hydroxamsauren durch dieses 
Reagens mit groBer Leichtigkeit zersetzt und in eine Carboxyl- 
gruppe umgewandelt wird’). 
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') Diese Z. 230, 199 (1934). 
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Vor kurzem ist iiber eine allgemeine Reaktion der Hydroxam- 
siuren berichtet worden 3), die darin besteht, daB diese Verbindungen 
unter dem EinfluB alkalischer Permanganatlésung in erheblicher 
Menge ein farbloses Gas entwickeln, das in je nach der Art der 
gepriiften Hydroxamsaure und den Versuchsbedingungen wechselndem 
Verhiltnis aus Stickstoff und Stickoxydul besteht. Die Priifung 
des entbundenen Gases war zunichst — zu Orientierungszwecken — 
in Garréhrchenversuchen yorgenommen worden; inzwischen ist 
das Gas in 2 Fallen auch nach gasanalytischen Methoden unter- 
sucht worden, woriiber an anderer Stelle Mitteilung erfolgt’). Von 
Hydroxamsiuren der Gallensaéurereihen waren bisher hinsichtlich 
Gasentwicklung die Oximinoketohydroxamsiure IV und die oben 
genannte Diketohydroxamsaiure C,,H,,.NO, untersucht worden, 
von anderen Hydroxamsiuren Acet- und Benzhydroxamsiure. 
DaB auch die sogenannte #-Siure(VI), an der die Beobachtung 
iiberhaupt zum ersten Male gemacht wurde, unter dem Einfluf 
alkalischer Permanganatlésung Gas entwickelt, obwohl sie eine 
freie Hydroxamsiuregruppe nach der angenommenen Formel nicht 
enthilt, erklart sich daraus, da8 sie in Ring B die anhydridartige 
Vereinigung einer Hydroxamsiuregruppe mit einer Carboxylgruppe 
[u. U. auch in der Gestalt: —C(: NOH)—O—CO—] aufweist. Durch 
die Lauge wird dieses Anhydrid gespalten und die Hydroxam- 
siuregruppe dann durch das Permanganat zersetzt; es kénnte 
auch gleichzeitig mit der Aufspaltung des Ringes B eine Oxydation 
erfolgen und hierdurch voriibergehend die Vorstufe, aus der sich 
nach weiteren Verinderungen das Gas entwickelt, entstehen. 

Ks war von Interesse, das Verhalten der iibrigen 6 im obigen 
Schema aufgefiihrten Hydroxamsiuren gegen alkalische Perman- 
ganatlésung festzustellen, also der 3 Nitrosiuren, der Dioximino- 
hydroxamsaure, der Oximinolactam- und der Ketolactamhydroxam- 
siure. Hs sind deshalb diese 6 Siuren von neuem in ausreichender 
Menge nach friiher gegebenen Vorschriften hergestellt und im 
Garréhrchenversuch in bekannter Weise*) (0,2 g Substanz in 
10°/,iger Natronlauge gelést, die Lésung mit 2 mal 0,4 g fein- 
gepulvertem Kaliumpermanganat versetzt) gepriift worden. Die 
3 letztgenannten Hydroxamsiuren lieferten reichlich Gas, dessen 
Menge in derselben GréBenordnung wie bei der Oximinoketo- und 
der Diketohydroxamsiure lag, und zwar bestand das Gas bei der 


1) Diese Z. 262, 47 (1939). 
*) M. Schenck u. L. Wolf, Ber. chem. Ges. 73, Januarheft (1940). 
3) Diese Z. 261, 276 (1939). 











58 Martin Schenck, 










































Dioximinohydroxamsaure hauptsiichlich aus Stickstoff neben wenig 
Stickoxydul, bei der Oximinolactamhydroxamsiure aus etwa gleichen 
Raumteilen N, und N,O, bei der Ketolactamhydroxamsiure ganz 
iiberwiegend aus Stickoxydul neben wenig Stickstoff. Bei den 
3 Nitrosauren war dagegen bemerkenswerterweise in der ersten Zeit 
keine oder nur eine ganz minimale Gasentwicklung zu beobachten, 
es besteht freilich hier die Méglichkeit, daB sich etwas Stickoxydul, 
das in der alkalischen Permanganatlisung gelést blieb, bildete. 
Erst bei tagelangem Stehen sammelte sich bei den Nitrosiuren 
eine kleine Menge Gas (+ 0,5ccm) an, ungefihr die gleiche Gas- 
menge entstand in der gleichen Zeit aber auch im Blindversuch 
(10°/,ige Natronlauge + 0,8¢ KMnO,, in 2 Portionen zugesetzt). 
In letzterem Falle bestand das Gas zum Teil aus Luft, die wohl 
mit dem Permanganatpulver in den Apparat hineingebracht worden 
war, zum Teil aus Sauerstoff, der aus dem Permanganat gebildet 
wurde. Auch bei den Nitrosiuren diirfte die geringe Gasmenge gréBten- 
teils Luft bzw. Sauerstoff gewesen sein. Es war somit bei den 3 Nitro- 
hydroxamsiuren hinsichtlich Gasentwicklung ein auffallender 
Unterschied gegeniiber dem Verhalten der anderen 5 in obigem 
Schema aufgefiihrten Hydroxamsiuren, wie auch der (/-Saure V1 


und der Benz- und Acethydroxamsiure festzustellen. Dieser bei § 


den 3 Nitrosiuren erhobene negative Befund steht in gutem EKin- 
klang mit der auf Grund des Verhaltens dieser Siuren gegen 
Salpetersiure gemachten Annahme, daB in ihnen die Hydroxam- 
siuregruppe nicht in freier Form enthalten ist. Bei der Oxydation 
der Nitrosiuren wird eine freie Hydroxamsiuregruppe auch nicht 
voriibergehend entstehen — sie miifte ja sonst sofort unter Gas- 
bildung zersetzt werden —, es wird vielmehr der angenommene, 
unter Mitbeteiligung der Hydroxamsiuregruppe gebildete Ring so 
aufgespalten werden bzw. reagieren, daB die Abspaltung der beiden 
Stickstoffatome im wesentlichen in Form von Nitrit und Nitrat, 
also ohne Gasentwicklung sich vollzieht. Der in den Nitroséuren 
angenommene Ring verhilt sich also anders als der Anhydridring 
der @-Saure VI. DaB bei der Reduktion der Nitrosiuren eine freie 
Hydroxamsauregruppe und eine Ketoximgruppe entstehen, ist aus 
den angenommenen Strukturformeln ohne weiteres verstandlich. 

Eine besondere Besprechung erfordert noch das oben erwahnte 
stickstoffreiche Produkt, das beim Oximieren der Oximinoketo- 
hydroxamsiure IV erhalten wird. Es handelt sich bei diesem 
Produkt um ein Gemisch, das in wechselndem Verhiltnis aus 
der Dioximinohydroxamsiure ©,,H,,N,O, und einer Verbindung 











D wenig 
rleichen 
re ganz 
el den 
fen Zeit 
achten, 
oxydul, 
bildete. 
ysiuren 
ie Gas- 
rersuch 
esetzt), 
e wohl 
worden 
ebildet 
6Bten- 
Nitro- 
ender 
ybigem 
ure VI 


er bei Bf 


a Ein- 
gegen 
oxam- 
dation 
nicht 
r Gas- 
mene, 
ng 80 
yeiden 
Nitrat, 
auren 
idring 
- freie 
st aus 
dlich. 
ahnte 
keto- 
lesem 
} aus 
dung 





Zur Kenntnis der Gallensiuren 59 


Cy4HygN,O, zusammengesetzt ist. Der Kérper C,,H,,N,O, stellt 


| ein Hydroxylammoniumsalz der Dioximinohydroxamsiure oder 


auch ein Hydroxamoximhydrat [R—C(NHOH),OH] dar (u. U. kame 
auch ein Hydroxamoxim C©,,H,,N,O,, R—C(:NOH)-NHOH in 
Betracht) und reduziert bereits bei gewéhnlicher Temperatur 
Fehlingsche Lésung, es wird dabei eine Hydroxylamingruppe 
abgespalten und in Reaktion gesetzt, denn die Dioximinohydr- 
oxamsdure selbst reduziert Fehlingsche Lésung nicht’). Wie zu 


| erwarten war, reagierte eine Probe des von neuem hergestellten 


Oximierungsproduktes mit alkalischer Permanganatlisung unter 


| lebhafter Gasentwicklung, und zwar bestand das Gas aus etwa 


gleichen Raumteilen Stickstoff und Stickoxydul. Auch freies Hydr- 
oxylamin bzw. sein Hydrochlorid gibt unter den gleichen Be- 
dingungen in etwa demselben Verhiltnis ein Gemisch dieser Gase 
(nicht mit beriicksichtigt ist dabei jedesmal das in der alkalischen 
Permanganatlésung geliste N,O). Die aus dem Oximierungsprodukt 


entbundene Gasmenge war vergleichsweise gréBer als bei der 


Dioximinohydroxamsaure, bedeutend war der Unterschied aber 
nicht; das Praparat neuer Herstellung enthielt offenbar, nach 
dem Ausfall der Fehlingschen Probe zu urteilen, nicht sehr viel 
von der Verbindung C,,H,,N,O,. 

Die Gasbildung der Hydroxamsiuren ist in der letzten Mit- 
teilung so erklirt worden — ohne dab damit andere Méglichkeiten 
ausgeschlossen sein sollten —, daB die Hydroxamsiuregruppe 
oxydativ in eine Carboxylgruppe und in Dioxyammoniak (bzw. 
Nitroxyl, O:NH) gespalten wird, worauf dann das Nitroxyl sich 
zu einer labilen Verbindung H,N,O, (vielleicht Nitrosohydroxyl- 
amin) dimerisiert, die einerseits in Stickoxydul und Wasser, 
andererseits in Stickstoff und Wasser zerfallt, wobei im letzteren 
Falle das iibrigbleibende Sauerstoffatom zu oxydativen Zwecken 
Verwendung finden wiirde. Man kénnte auch daran denken, daf 
aus der Hydroxamsauregruppe unter dem EinfluB der alkalischen 
Permanganatlisung zunichst freies Hydroxylamin durch Hydrolyse 
entsteht und dieses dann unter Bildung der gasférmigen Produkte 
zersetzt wird. Das ist aber offenbar nicht der Fall, denn keine 
der bisher gepriiften Hydroxamsauren (Hydroxamsiuren der Gallen- 
siurereihe einschlieBlich #-Siure VI, Benz- und Acethydroxam- 
siure) lieB bei Raumtemperatur eine Abspaltung von Hydroxylamin 
durch Lauge erkennen (negativer Ausfall der Fehlingschen 


1) Diese Z. 230, 204 (1934). 
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Reaktion), auch nach kurzdauerndem Aufkochen der Lisungen 
war die Probe negativ mit Ausnahme der Acethydroxamsiure, 
die eine deutliche, wenn auch nicht sehr starke Reduktion zeigte. 
Fir das oben genannte, aus der Siure IV entstehende Oximierungs- 
produkt bzw. fiir die eine Hydroxylamingruppe der Verbindung 
C,,H,.N,O, ist dagegen die Méglichkeit nicht auszuschlieBen, dak 
sich unter dem KinfluB des alkalischen Oxydationsmittels voriiber- 
gehend freies Hydroxylamin bildet, das dann die gasférmigen 
Produkte liefert. 
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Uber die Cholesterinesterasen und ihre Beziehungen 
zur Fettresorption und zum Fetttransport*) 
Von 
Gerhard Schramm und Alexander Wolff 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1939) 





Die Enzyme des Cholesterin—Fettsiure-Gleichgewichtes haben 
eine vielfaltige Untersuchung erfahren. Je nach den Versuchsbedin- 
gungen und dem angewandten Enzymmaterial wurde entweder eine 
Esterbildung oder eine Esterspaltung beobachtet. Die bisher vor- 
liegenden Ergebnisse lassen sich am besten wiedergeben, wenn 
wir die Cholesterin-esterasen nach Art ihrer katalytischen Wirkung 
in 2 Gruppen einteilen. 


I. Esterbildende Enzymsysteme (Extracellulire Esterasen) 


Im Serum des Menschen und des Hundes wurde von Sperry »”) 
eine Cholesterin-esterase nachgewiesen, die imstande ist, das im 
Serum vorhandene Cholesterin bis zu 90°/, zu verestern. Die 
Versuche wurden von W. Klein**) bestatigt. Das p,-Optimum 
liegt bei p,8. Die Esterase wird durch gallensaure Salze ge- 
hemmt. 

Im Pankreas-Trockenpulver, Pankreas-EXxtrakten und im Fistel- 
saft wurde eine Esterase nachgewiesen, die imstande ist, kolloidal 
geléstes Cholesterin ebenfalls bis zu 90 °/, zu verestern [T. Nomura), 
T. Nedswedski‘®), A. Vercellone’)]. Diese Esterase wird durch 
gallensaure Salze aktiviert. 


II. Esterspaltende Enzymsysteme (Intracellulare Esterasen) 


W. Klein’) fand in verschiedenen Organen eine Cholesterin- 
esterase, die den Cholesterinester des Serums vollstindig spaltet. 





*) Ein Teil der Ergebnisse wurde bereits auf einem Vortrag am 1. 7. 1938 
auf der Tagung der Mittel- und Ostdeutschen Chemiedozenten in Danzig 
mitgeteilt; vgl. Angew. Chem. 51, 493. (1938). 
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Das p,,-Optimum dieser Esterase liegt bei p,, 5,3. Das Enzym 
findet sich besonders reichlich in Leber und Darmschleimhaut. 
Die Esterase wird durch gallensaure Salze gehemmt. Sie ist ver- 
schieden von den bisher bekannten Lipasen. 

Kine von diesem Enzym verschiedene Esterase mit dem p,- 
Optimum 7,0 wurde von Klein‘) in w&Brigen <Ausziigen von 
frischem Pankreas festgestellt. Entgegen den Befunden der oben 
erwihnten Autoren wirkt das hier vorliegende Esterase-system 
lediglich esterspaltend. Die Esterase ist durch Gallensiure akti- 
vierbar. 

Im Gegensatz zum menschlichen Serum fand Sperry?) im 
Hundeserum neben der esterbildenden Esterase ein durch gallen- 
saure Salze aktivierbares Enzym, das Serum-cholesterinester mit 
groBer Gechwindigkeit spaltet. 

Die Gegeniiberstellung der Versuche von Sperry und Klein 
zeigt besonders deutlich, daf im tierischen Organismus zwei entgegen- 
gesetzt wirkende Esterase-systeme bestehen, die unter gleich- 
artigen Versuchsbedingungen mit Serumcholesterin als Substrat 
das eine Mal eine nahezu quantitative Esterbildung, das andere 
Mal eine fast vollstindige Esterspaltung katalysieren. 

Der Zweck der vorliegenden Untersuchungen ist es, an einem 
weiteren Beispiel zu zeigen, daB unter weitgehend gleichen 
Versuchsbedingungen diese beiden Enzymsysteme in der Tat 
entgegengesetzte Wirkungen entfalten. Als Vertreter der 
esterbildenden Enzymgruppe wurde die Pankreas-esterase und 
als esterspaltendes Fermentsystem die Leber-esterase untersucht. 
Als Substrat wurde kolloidales Cholesterin bzw. Cholesterin-palmitat 
gewahit. 


Methodik 


Enzymmaterial 


Als Enzym wurde Trockenpulver von Schweinepankreas bzw. 
Schweineleber benutzt. Die Herstellung geschah nach der Vor- 
schrift von Willstatter’). Alle Versuche wurden mit demselben 
Knzymmaterial angestellt. 


Versuchsansiatze 


Das Mol-Verhiltnis von Cholesterin zu Gesamtfettsaiure be- 
trug bei allen Versuchen 1:1,5. Zur Untersuchung der Ester- 
bildung wurde folgender Ansatz gewahlt: Die Lésung von 
200 mg Cholesterin und 200 mg Palmitinséure in Aceton wurde 
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bei 60° unter Riihren in eine Lésung von 80 mg Natriumpalmitat 
in 15 com Wasser eingetropft. Unter fortdauerndem Riihren wurde 
bei 60° das Aceton unter Absaugen verdampft. Dann wurden 
100 mg glykocholsaures Natrium, 10 mg Calciumchlorid, 0,5 ccan 
Toluol und 1,5 g Organ-Trockenpulver hinzugefiigt. Das p, der 
Lésung wurde durch Zusatz von 1 n-Natronlauge bzw. 1 n-Salz- 
siure eingestellt. Das Gemisch von Palmitinsiure—Natriumpalmitat 
erwies sich als guter Puffer; das p,, anderte sich wihrend der 
Versuche um nicht mehr als 0,2. Die mit einem Schliff ver- 
schlossenen Kélbchen wurden bei 37° 3 Tage auf der Maschine 
geschiittelt. Wegen der Inhomogenitat der Lésung ist das dauernde 
Schiitteln unbedingt notwendig, da sonst keine reproduzierbaren 
Werte erhalten wurden. 

Kinige Versuche wurden auch mit Olsiure angestellt: Die 
Acetonlésung von 200 mg Cholesterin und 270 mg Olsiure wurde 
bei 60° in 15 com Wasser eingetropft, das 2,8 ccm 1 n-Natron- 
lauge enthielt. Im iibrigen wurde wie bei den Versuchen mit 
Palmitinsiure verfahren. 

Zur Untersuchung der Esterspaltung wurde wegen der 
Schwerléslichkeit des Cholesterin-palmitats in Aceton folgender 
Ansatz gewahlt: Eine Lésung von 333 mg Cholesterinpalmitat 
und 67 mg Palmitinsiiure in Aceton wurde unter Riihren bei 60° 
mit 15 ccm einer wif8rigen Lésung von 80 mg Natriumpalmitat 
versetzt. Das Aceton wurde dann wie oben entfernt und die 
Lésung mit der gleichen Menge der Aktivatoren und des Enzym- 
priparates versetzt. 


Quantitative Bestimmung der Veresterung 


Vorversuche ergaben, daB Cholesterin von dem Pankreas- 
Trockenpulver auBerordentlich fest adsorbiert wird. Die Adsorption 
des Cholesterins erfordert eine gewisse Zeit; wihrend aus frischen 
Ansiitzen das Cholesterin leicht extrahiert werden kann, war nach 
Beendigung der Versuche stets ein groBer Teil des Cholesterins 
sehr schwer extrahierbar. Selbst bei 12 stiindiger Extraktion mit 
Benzol und tagelangem Schiitteln mit Ather wurde das Cholesterin 
nicht vollstindig herausgelést. Erst nach Hydrolyse des Eiweibes 
velang es, das Cholesterin vollstindig zu extrahieren. Uber solche 
itherbestandigen Cholesterin—KiweiBkomplexe liegen bereits Be- 
obachtungen von Macheboef’) vor. 

Zur Abtrennung des Cholesterins wurde daher auf folgende 
Weise verfahren: Die Versuchsansatze wurden mit einer Mischung 
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von 200ccm Chloroform und 100ccm Aceton 15 Minuten am 
RiickfluB gekocht und dann heif filtriert. Der Rickstand wurde 
mitsamt dem Filter nochmals 15 Minuten mit 200 ccm siedendem 
Chloroform ausgezogen. Die vereinigten Filtrate wurden eingedampft 
und in 100 ccm Alkohol aufgenommen. Wenn gri8ere Anteile 
an Cholesterin-ester vorhanden waren, krystallisierte dieser 
aus; er wurde mit einem Glasfiltertiegel abfiltriert, im Vakuum 
getrocknet und zur Wagung gebracht. Zur Kontrolle der Reinheit 
des Esters wurde er mit Chloroform aus dem Tiegel heraus- 
gewaschen und ein verbliebener, in Chloroform unléslicher Riick- 
stand von dem Gewicht des Esters in Abzug gebracht. Die Rein- 
heit des in Chloroform léslichen Esters wurde durch Schmelz- 
punktbestimmung kontrolliert. Die alkoholische Mutterlauge des 
Ksters wurde auf 200 ccm aufgefiillt und je 50 ccm zur Bestimmung 
des freien und des gesamten Cholesterins benutzt. Zur Ausfallung 
des freien Cholesterins wurden 50 ccm der alkoholischen 
Lésung in der Hitze mit 25ccm einer 1°/,igen Digitoninlésung 
in 90°/oigem Alkohol versetzt und nach 4-stiindigem Stehen das 
gebildete Digitonid abfiltriert, mit Aceton gewaschen, bei 100° ge- 
trocknet und gewogen. Es empfielilt sich, die Digitoninfallung in 
schwach saurer Lésung vorzunehmen. Wir setzten daher stets 
3ccm n/10-Salzsiure vor der Fiallung hinzu. Zur Bestimmung des 
Gesamtcholesterins wurden 50ccm der Lésung mit 2,5 g Kali- 
lauge 15 Minuten am RiickfluB gekocht. Die Mischung wurde dann 
mit Wasser versetzt und ausgeithert. Nach dem Waschen mit 
verdiinnter Salzsiure wurde der Ather getrocknet und abgedampft. 
Der Riickstand wurde in 50 ccm Alkohol aufgenommen und das 
Cholesterin als Digitonid bestimmt. In Kontrollversuchen wurde 
das mit 200 mg eingesetzte Cholesterin zu 206,0 mg und 
204,6mg bestimmt. 


Ergebnisse 


Versuche mit Pankreas-esterase 


Die Pankreas-esterase verestert kolloidales Cholesterin bei 
Anwesenheit von gallensauren Salzen mit den verschiedensten 
Fettsiuren. Die Veresterung verliuft am schnellsten mit Palmitin- 
siure und Olsiure, weniger glatt mit Stearinsiure und Butter- 
siiure. Die Untersuchungen an der Pankreas-esterase und der Ver- 
gleich mit der Leber-esterase wurden daher hauptsachlich an dem 
System Cholesterin—Palmitinsiure durchgefiihrt. Bei der enzy- 
matischen Veresterung des Cholesterins ergab sich eine bisher 
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noch nicht beobachtete ausgeprigte 
Optimum liegt bei etwa p,,5,3. Die 


Tabelle I 
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py-Abhangigkeit. Das 
Ergebnisse sind in Tab. I 
zusammengefaBt und in der Figur graphisch dargestellt. 


Veresterung von Cholesterin mit Palmitinsiiure unter der Wir- 
kung von Pankreas-esterase. Versuchsdauer 3 Tage, Temp. 37”. 
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Veresterung von Cholesterin mit Palmitinsiure durch Pankreas-esterase. 
Versuchsdauer 3 Tage, Temperatur 37°. 


Mit demselben Pankreaspraparat wurden auch einige Versuche 
mit Cholesterin und Olsiure ausgefiihrt. Hier verliuft die Ver- 
esterung besonders glatt; es besteht eine gleichartige p,,-Abhingig- 
keit wie bei der Veresterung mit Palmitinsiure (Tab. II). 


Tabelle Il 


Veresterung von Cholesterin mit Olsiure unter der Wirkung 
von Pankreas-esterase. Versuchsdauer 3 Tage, Temp. 37°. 





Aktivator | PH 


Glykocholsiiure, CaCl, | 6,4 


daB W. Klein 


Es ist iiberraschend, 
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keine Veresterung des Cholesterins mit Olsiiure durch Pankreas-esterase fest- 
stellen konnte. Vielleicht wurde bei seinen Versuchen der EinfluB des py, 
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nicht in Reehnung gestellt oder die Lésung wiihrend des Versuches 
nicht geschiittelt. 

Bei der Veresterung handelt es sich um die Einstellung eines 
Gleichgewichtes, das weitgehend nach der Seite des Esters ver- 
schoben ist: 


Cholesterin + Palmitinsiiure ~< > Cholesterinpalmitat + H,O. 
Dementsprechend verliuft die Hydrolyse des Cholesterin- 
palmitats unter den gleichen Versuchsbedingungen etwa 10 mal 


langsamer als die Veresterung. Kine Abhingigkeit der Spaltungs- 
geschwindigkeit vom p,, lieB sich nicht feststellen (Tab. ITI). 


Tabelle Ll 


Spaltung von Cholesterinpalmitat mit Pankreas - esterase. 
Versuchsdauer 3 Tage, Temp. 37 °- 





Aktivator Pu °/, Spaltung 











Glykocholsiiure, CaCl, 5,3 4 
6,3 3 
$,0 


ARR crear es 6,3 








Ohne Zusatz der Esterase findet in dem gesamten unter- 
suchten p,,-Bereich weder eine Veresterung noch eine Spaltung statt. 

Wie bereits von Nedswedski®) festgestellt wurde, bendtigt 
das Pankreas-enzym als Aktivator gallensaure Salze. Aus Tab. | 
ist ersichtlich, daB ohne Glykocholsiure fast gar keine Veresterung 
stattfindet. Auf die Geschwindigkeit der Spaltung scheint die 
Glykocholsiure jedoch keinen nennenswerten EKinflu8 zu haben 
(Tab. IID. 

Versuche mit Leber-esterase 


Im Gegensatz zur Pankreas-esterase bewirkt die Leber- 
Cholesterinesterase unter den gleichen Versuchsbedingungen im 
Py-Bereich von 5,3—8 keine Synthese von Cholesterinester, und 
zwar weder mit Palmitinsiure noch mit Buttersiure. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit ist dagegen von der gleichen 
GriéBenordnung wie mit Pankreas-esterase, wie aus der nachstehenden 
Tab. [V hervorgeht. 

Im Vergleich zur Spaltungsgeschwindigkeit der Pankreas- 
esterase ist die Leber-esterase etwas wirksamer, um so_ iiber- 
raschender ist das voéllige Fehlen der esterbildenden Wirkung. 
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Tabelle IV 


Spaltung von Cholesterinpalmitat durch Leberlipase. Ver- 
suchsdauer 3 Tage, Temp. 37°. 





Aktivator PH °, Spaltung 
Glykocholsiure, CaCl, 5,3 6 
) 5 


) 
0 # 








Die Hydrolyse des Cholesterinpalmitates verliuft bei beiden Enzym- 
systemen sehr viel langsamer als bei der Spaltung des Serum- 
cholesterinesters beobachtet wurde. Hierfiir ist wahrscheinlich der 
Unterschied im kolloidalen Zustand des Esters verantwortlich 
zu machen. 


Besprechung der Ergebnisse 


Das Ergebnis unserer Untersuchungen bestitigt also die 
bereits von Sperry’) und W. Klein*) geforderte Existenz von 
mindestens zwei verschiedenartigen Cholesterin-esterase- 
systemen. Ks braucht sich hierbei nicht um zwei vidllig ver- 
schiedene Wirkstofftypen zu handeln, sondern es ist denkbar, dab 
das thermodynamisch bedingte Gleichgewicht durch gekoppelte 
Reaktionen mit Begleitstoffen nach der einen oder anderen Seite 
verschoben wird. Die Entdeckung dieser entgegengesetzt wirkenden 
Enzymsysteme scheint uns fiir die Funktion des Cholesterins im 
tierischen Organismus von Bedeutung zu sein. 


Schon seit langem wird dem Cholesterin eine wichtige Rolle 
beim Fettstoffwechsel zugesprochen, z. B. von Hueck und 
Wacker”), Bloor'!) u.a. Die Vorginge der Resorption und 
des Transportes der héheren Fettsiuren lassen sich durch das 
Vorhandensein eines Cholesterin-veresternden Enzymsystems im 
extracelluliren Raum (Darmlumen, Blutbahn) und eines ester- 
spaltenden Systems innerhalb der Zelle auf einen einfachen und 
experimentell priifbaren enzymatischen Mechanismus zuriickfiihren: 


Das im AuBenraum veresterte Cholesterin wird an der Zell- 
membran abgelagert und gelangt auf der Innenseite der Membran 
mit dem esterspaltenden Fermentsystem in Beriihrung. Das in 
reiheit gesetzte Cholesterin wird wieder nach auBen abgegeben 
bzw. an der AuBenfliche neu verestert. Das Cholesterin wirkt also 
als ,Schleuse“, die den Eintritt der héheren Fettsiuren in das 
innere der Zelle regelt. Wie im folgenden gezeigt wird, gestattet 
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es dieser Reaktionsmechanismus, eine Anzahl bisher scheinbar 
unzusammenhingender T'atsachen einheitlich zu deuten. 


1. Fettresorption. Fiir die Fettresorption sind Pankreas und 
Galle notwendig. Weiterhin ist bekannt, daB die Fette vor der 
Resorption gespalten, aber bereits innerhalb der Darmwand wieder 
mit Glycerin vereinigt und als Neutralfett an die Darmlymphe 
abgegeben werden. 


Von Verzar’*) wurde die Resorption der héhere Fettsauren 
unter besonders iibersichtlichen Versuchsbedingungen an der 
isolierten Darmschlinge untersucht. Die Versuche zeigen, daB die 
Resorption der Fettsaéuren nicht in einer einfachen Diffusion in die 
Darmwand besteht, sondern daB eine Aufnahme nur in Anwesen- 
heit von gallensauren Salzen stattfindet. Die Geschwindigkeit 
der Resorption wird durch die Anwesenheit von Glycerinphosphor- 
siure wesentlich beschleunigt, und durch spezifische Hemmungs- 
stoffe der Phosphorylierung unterbunden. Aus diesen Befunden 
zieht Verzar den SchluB, daB zunichst die Fettsiuren mit den 
Gallensiuren wasserlésliche Komplexe bilden, die durch Diffusion 
in die Darmwand hineingelangen sollen. Hier soll dann eine 
Bindung an Glycerinphosphorsiure stattfinden, die iiber die Stufe 
der Phosphatide schlieBlich zum Neutralfett fihrt. 


Gegen die Deutung der ersten Phase dieser Reaktion bestehen 
gewisse Bedenken, denn wasserlésliche Verbindungen der Fett- 
siuren lassen sich in vitro nur bei groBem UberschuB von gallen- 
sauren Salzen herstellen?*). Solch groBe Mengen stehen aber wohl 
unter physiologischen Bedingungen nicht zur Verfiigung, und eine 
gemeinsame Resorption der Gallensiuren mit den Fettsauren 
findet nicht statt. Verzar'*) mute daher zu der Hilfsannahme 
greifen, daB die an der Oberflaiche der Darmschleimhaut adsorbierten 
Gallensiuren sozusagen mehrmals hintereinander verwendet werden. 
Wie eine derartige Diffusion vor sich gehen soll, ist aber schwer 
vorstellbar. Verz ar'*) fand weiterhin, daf die Resorptionsgeschwindig- 
keit im sauren Gebiet bedeutend schneller verliuft als bei neu- 
traler Reaktion. Nun sind aber die Fettsiure-komplexe in saurem 
Gebiet ginzlich unbestindig?*), so dab zum mindesten eine Ver- 
langsamung der Resorption eintreten miiBte! Da das p,, im Diinn- 
darm unter physiologischen Bedingungen 5,9—6,7 betragt, befriedigt 
die Verzarsche Auffassung nicht vdllig. Das wichtige Ergebnis 
der Verzarschen Untersuchungen, daf die Fettresorption in ihrer 
zweiten Phase mit einem Phosphorylierungsvorgang verkniipft ist, 
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macht zwar das gleichzeitige Auftreten der Fette und Phosphatide 
in der Darmlymphe nach Fettfiitterung verstiandlich, das bei 
Mensch?*) und Hund besonders auffallende parallele Auftreten 
von Cholesterin bleibt aber hiernach ungeklirt. 

Die hier vorliegenden Widerspriiche und Unklarheiten werden 
auf einfache Weise beseitigt, wenn man das Cholesterin in den 
Mechanismus der Resorption einschaltet. Dariiber hinaus 
werden noch einige bisher nicht beriicksichtigte T’atsachen ver- 
standlich. Nach unserer Vorstellung ergibt sich etwa folgendes 
Bild der Fettresorption: 

Die mit der Nahrung aufgenommenen Fette werden durch 
die Pankreaslipase gespalten. Die freien Fettsiuren werden dann 
durch die Pankreas-cholesterinesterase mit dem im Darm bzw. an 
der Oberfliche der Darmzellen befindlichen Cholesterin verestert. 
Das Vorhandensein dieser Cholesterin-esterase im Pankreas und 
im Pankreasfistelsaft ist mehrfach gesichert, und es ist bekannt, 
daB das mit der Nahrung zugefiihrte Cholesterin bei der Resorption 
verestert wird !*), Hieraus ergibt sich, daB die Cholesterin-esterase 
unter physiologischen Bedingungen tatsichlich zur Wirkung kommt. 
Zu dieser Veresterung sind nach unseren Versuchen gallensaure 
Salze notwendig; dadurch wird es verstindlich, daB ohne diese 
keine Resorption stattfindet. Die von Verzar beobachtete p,- 
Abhangigkeit der Resorption ergibt sich zwanglos aus der p,-Ab- 
hingigkeit der Cholesterinveresterung. Innerhalb der Darmzelle 
kommt nun der gebildete Cholesterinester mit dem esterspalten- 
den Ferment in Beriihrung, dessen reichliches Vorhandensein 
in der Darmschleimhaut von Klein*) nachgewiesen wurde. Die 
in der Zelle intermediir entstehenden Fettsiuren werden dann 
vermutlich nach dem von Verzar!*?) angenommenen Mechanismus 
auf Glycerinphosphorsiure iibertragen; es kommt tiber die Stufe 
der Phosphatide zur Bildung von Neutralfett. In die vom Darm 
abflieBende Lymphe wird also ein Gemisch von Cholesterin, Chole- 
sterinester, Phosphatid und Neutralfett ausgeschieden; das Mengen- 
verhiltnis der Komponenten zueinander wird durch die Konzen- 
tration und die Bildungsgeschwindigkeit der einzelnen Reaktions- 
partner bestimmt sein. Da fiir die Resorption einer gewissen 
Fettmenge eine entsprechende Cholesterinmenge erforderlich ist, 
ist das Auftreten von Cholesterin auch bei reiner Fettfiitterung 
verstindlich'5), Der sich so ergebende Kreislauf des Cholesterins 
iiber Darm—Lymphe—Blutbahn—Galle—Darm ist experimentell 
sichergestellt!"), Weiterhin wird verstindlich, daB bei Hemmung 









































70 Gerhard Schramm und Alexander Wolff, 


der Fettresorption durch Entfernung der Nebennieren auch die 
Cholesterinaufnahme in gleicher Weise gehemmt wird!®). 


2. Fetttransport. Wenn Serum unter sterilen Bedingungen sic, 
selbst iiberlassen wird, so wird das darin enthaltene Cholesterin 
zu tiber 90°/, verestert’?). Im lebenden Organismus ist dagegen 
nur ein konstanter Prozentsatz von etwa 70°/, des Gesamtchole- 
sterins verestert. Es herrscht also ein dauerndes Ungleichgewicht, 
das nur dadurch denkbar ist, daf an einer anderen Stelle des 
Organismus dauernd eine Esterspaltung stattfindet. Fiir diese 
Spaltung ist wohl in erster Linie die von Klein in den ver- 
schiedensten Organen aufgefundene Zell-esterase verantwortlicl: 
zu machen. Hieraus ergibt sich eine Schliisselstellung des Chole- 
sterins als Ubertriger der im Serum vorhandenen Fettsiuren in 
das Innere der Zelle. 


Man hatte sich demnach den Vorgang des Fetttransportes und 
der Fettablagerung etwa folgendermafen vorzustellen: 


Die Serum-esterase verestert das an der Oberfliche der 
K6érperzellen und im Serum selbst vorhandene Cholesterin mit 
Fettsiuren*), Im Serum liegen normalerweise keine freien Fett- 
siuren vor. Dies ist schon wegen ihrer hamolytischen Wirkung 
unmdéglich. Als Fettsiurequelle fiir die Veresterung ist in erster 
Linie das nach Fettfiitterung oder Fettmobilisierung im Serum 
vorhandene Neutralfett in Betracht zu ziehen, das unter Abgabe 
von 1 Mol Fettsaure in Diglycerid iibergeht. Aus diesem Diglycerid 
entsteht vermutlich durch Bindung eines entsprechenden Amids 
und Phosphorsaure ein Phosphatid. Diese Verkniipfung der Lipoide 


untereinander wurde bereits von Sobotka*°) vermutet. 


Im Innern der Zellen wird der Cholesterinester gespalten. 
Auch hier wirken Phosphatide oder Glycerinphosphorsiure als 
Acceptoren fiir die frei werdende Fettsiure. MHierfiir sprechen 
Versuche von Aylward, Channon und Wilkinson?!) u.a, die 
zeigten, daB bei Fettfiitterung die Phosphatide in der Leber zu- 
nichst in genau dem Mae albnehmen, wie der Gehalt an Neu- 
tralfett zunimmt. Spiaterhin findet auch eine Neubildung von 
Phosphatid, vielleicht aus Glycerinphosphorsaure, statt. Das hier- 
bei frei werdende Cholesterin wird wieder nach auBen abgegeben, 


*) Dureh die Veresterung des im Serum an EiweiB gebundenen Chole- 
sterins werden die Bindungsverhiiltnisse zwischen Cholesterin und dem 
TriigereiweiB geiindert, so daB eine Ablagerung des Cholesterinesters an der 
Zelloberfliche méglich ist. [Abhiingemechanismus nach Bennhold”™).] 
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so daB im Serum stets ein konstantes Verhiltnis von freiem Chole- 
sterin zu Cholesterinester bestehen bleibt. Bei tibermifiger Fett- 
oder Cholesterinzufuhr kommt es in verschiedenen Geweben zu 
einer fettigen Degeneration (Arteriosklerose, Leberverfettung). 
Hierbei steigt der Gehalt an Cholesterinester gleichmaiBig mit 
der Menge an Neutralfett an. Diese Parallelitit, die selbst bei 
reiner Fettfiitterung bewahrt bleibt, ist nach unserer Anschauung 
verstindlich, denn bei einem Uberangebot an Fettsiure muB die 
Zelle an Fettsiureacceptoren (Phosphatid, Glycerinphosphorsiure) 
verarmen, und der an der Zelloberfliche angelagerte Cholesterin- 
ester kann nicht mehr gespalten werden. Der bei Diabetes auf- 
tretende hochgradige Fettgehalt des Blutes (Lipimie) mag viel- 
leicht auf dem Fehlen der aus dem Zuckerstoffwechsel herstam- 
menden Glycerinkomponente beruhen. Fiir die enge Beziehung 
des Cholesterins zum Fettstoffwechsel spricht weiterhin das weit- 
gehend konstante Verhiltnis von Gesamtfettsiuren zu Cholesterin 
im Serum und das konstante Verhiltnis von Cholesterin zu Phos- 
phatid und Fett in den Organen [lipocytischer Koeffizient von 
Mayer und Schaeffer?’)]. 

Die weitere experimentelle Untersuchung muB zeigen, wie 
weit das Cholesterin zum Einschleusen bei allen Zellarten not- 
wendig ist, und auf welche Sauren sich dieser Mechanismus er- 
streckt. Betrachtet man die roten Blutkérperchen als Modell, so 
sprechen alle T'atsachen dafiir, daB hier unsere Anschauung iber 
die Funktion des Cholesterins zutrifft: Im AuBenraum, dem Serum, 
findet man die esterbildende Esterase, und in der Zellwandung 
befindet sich das Cholesterin, wie sich aus der Zusammensetzung 
der nach der Himolyse erhaltenen Stromata ergibt. Innerhalb 
der Erythrocyten ist das Vorhandensein eines esterspaltenden 
Enzyms sehr wahrscheinlich, da mit Gesamtblut im Gegensatz 
zum Serum keine Cholesterin-veresterung erzielt werden kann). 
Dementsprechend betrigt das Verhiltnis von freiem Cholesterin 
zu Cholesterinester in den Blutkérperchen 3:1, im Serum 1:3. 


Zusammenfassung 


In Ubereinstimmung mit den Befunden von W. M. Sperry 
und W. Klein wird das Vorhandensein von mindestens zwei ver- 
schiedenartigen Cholesterinesterase-systemen im tierischen Organis- 
mus nachgewiesen. Es wird gezeigt, dab die Pankreas-esterase 
eine weitgehende Esterbildung bewirkt, wihrend unter denselben 
Versuchsbedingungen die Leberesterase lediglich eine Esterspaltung 
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katalysiert. Fiir die Cholesterin-veresterung durch die Pankreas- 
esterase ergibt sich ein p,-Optimum bei etwa p,, 5,3. Die Be- 
deutung dieser entgegengesetzt wirkenden Enzymsysteme fiir die 
Fettresorption und den Fetttransport wird zur Diskussion gestellt. 


Bei der Ausfiihrung der Versuche leistete Frl. H. Teschen 
wertvolle Mitarbeit. 


Herrn Prof. A. Butenandt sind wir fiir die Férderung dieser 
Arbeit zu Dank verpflichtet. Der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft danken wir fiir ein an A. Wolff erteiltes Stipendium und 
der Schering A.-G., Berlin, fiir die Unterstiitzung der Arbeit. 
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Uber die enzymatische Veresterung einiger Steroide 


Von 


Gerhard Schramm und Alexander Wolff 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1939) 


Im Pankreas findet sich eine Esterase, die imstande ist, 
Cholesterin zu verestern. In der vorliegenden Arbeit wird unter- 
sucht, wie weit dieses Enzym auch andere Steroide an Fettsdure 
binden kann. 

Einige Versuche in dieser Richtung liegen bereits von 
Nedswedski!?). vor, der zeigte, daB neben Cholesterin auch 
Dihydrocholesterin und Sitosterin mit Hilfe von Pankreas- 
Trockenpulver verestert werden. Die hier zur Wirkung kommende 
Esterase ist nach Nedswedski nicht identisch mit der Pankreas- 
lipase. 

Besonders interessant ist die Frage, ob sich der ausgeprigte 
Unterschied in der Resorptionsfihigkeit der einzelnen Steroide 
auf eine Spezifitiit der Veresterung zuriickfiihren liBt, da es aus 
verschiedenen Griinden sehr wahrscheinlich ist, daB die Resorption 
der Steroide mit einer Veresterung verkniipft ist. So findet sich 
bei Cholesterinzufuhr der gréBte Teil des Cholesterins als Chol- 
esterinester hinter der Darmwand wieder*). Versuche von Schén- 
heimer*) zeigen, da8 unter die Haut implantiertes Cholesterin 
zunichst verestert und dann resorbiert wird. Sitosterin dagegen, 
das vom Darm aus nicht aufgenommen wird, wird auch bei 
Implantation unter die Haut nicht verestert, sondern wie ein 
Fremdkérper in die benachbarten Lymphknoten abgeschleppt. 


Methodik 


Enzymmaterial 


Fiir die Versuche wurde ein Trockenpulver aus Schweine- 
pankreas benutzt. Es wurden zwei verschiedene Priparate ver- 
wendet. Nur die mit demselben Enzymmaterial angestellten 
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Versuche sind untereinander vergleichbar. Zur Herstellung des 
Trockenpulvers wurde die Vorschrift von Willstatter und Wald- 
schmidt-Leitz5) benutzt. 


Versuchsansitze 


Die Versuche wurden unter gleichartigen Bedingungen an- 
gesetzt. Das Molverhiltnis von Steroid zu Gesamtfettsiure betrug 
bei allen Versuchen 1: 1,5. Die Herstellung der kolloidalen 
Steroidlésung und die Menge des Aktivators und des Enzyn- 
praparates war die gleiche wie in der vorhergehenden Arbeit’, 
Ks wurden stets 200 mg des Steroids, 100 mg glykocholsaures 
Natrium, 10 mg Calciumchlorid und 1,5 g Pankreastrockenpulver 
mit der entsprechenden Menge der Fettsiure und fettsaurem 
Salz verwendet. Das p,, betrug bei allen Versuchen 6,3. Ds 
die Liésung zu inhomogen ist, um Proben zu entnehmen, wurde 
der zeitliche Verlauf der Veresterung in einer entsprechenden 
Anzahl von Parallelversuchen verfolgt, die nach den gewiinschten 
Zeitabschnitten aufgearbeitet wurden. Alle Versuche wurden 
bei 37° ausgefiihrt und wihrend der Versuchsdauer auf der 
Maschine geschiittelt. 


Quantitative Bestimmung der Veresterung 


Die quantitative Bestimmung der Veresterung geschah im 
wesentlichen nach der in der vorstehenden Arbeit angegebenen 
Methodik®). Zur Bestimmung des Gesamt-dehydroandrosterons 
bewihrte sich statt der alkalischen Hydrolyse besser eine saure 
Verseifung mit 10°/,iger alkoholischer Schwefelsiure. Zur Be- 
rechnung des Dehydroandrosterons aus der Digitonidmenge wurde 
der theoretische Faktor 0,19 benutzt, fiir die ibrigen Steroide 
der Faktor 0,25. Die erhaltenen Ester wurden durch Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt mit den auf chemischem Wege 
dargestellten Estern verglichen. 


Ergebnisse 
Veresterung von Dehydroandrosteron 


Der zeitliche Verlauf der Veresterung des Dehydroandrosterons 
mit den verschiedenen Fettsiiuren bietet das gleiche Bild wie 
die Veresterung des Cholesterins. Die Reihenfolge in der Ver- 
esterungsgeschwindigkeit mit Palmitinsiure, Stearinséure und 
Buttersiiure ist die gleiche, wie aus Fig.1 und 2 hervorgeht. 
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Uber die enzymatische Veresterung einiger Steroide 
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Wald Die Esterase ist in Glycerin gut léslich, da mit einer ent- 
al(- : . ° ‘ ; 
_ sprechenden Menge eines Glycerinextraktes die gleiche Kstermenge 
erhalten wurde wie mit Trockenpulver. 
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Fig. 1 Fig. 2 
pulver Veresterung von Cholesterin mit ver- Veresterung von Dehydroandrosteron 
aurem schiedenen Fettsiuren. py 6,3, mit verschiedenen Fettsaéuren. 
7 Da Temp. = Pu 6,3, tie 37°. 
Palmitinsiiure Olsiiure 
wurde -—-—- Stearinsiiure ---— Palmitinsaure 
--+— Buttersiure @-—-—- e Stearinsiure 
lenden ace a Buttersiure 
schten Tabelle | 
yurden Veresterung von Dehydroandrosteron mit Palmitinsiure 
f der Versuchsdauer 3 Tage, py 6,3 
Enzym | °/, Veresterung 
Pankreastrockenpulver | 9,7 
° Vi xy swe QO” 
ah im Glycerinauszug 9,2 
benen & , eae Fee 
Veresterung von Dihydrocholesterin, Stigmasterin, 
2TO n § 4 “ . ~ ° a 
Sitosterin und Ergosterin 
saure 
Bo. Unter gleichartigen Bedingungen wurde die Veresterungs- 
inate veschwindigkeit verschiedener Steroide mit Palmitinsiure unter- 
wurde re 
iepide einander verglichen. 
melz- Tabelle II 
Wege Veresterung mit Palmitinsiiure, Pankreastrockenpulver 
Versuchsdauer 10 Tage, py 6,3 
Steroid {nzym °/, Veresterung 
Cholesterin . ‘Trockenpulver A 24 
Dihydrocholesterin. ne 28 
erons Dehydroandrosteron ‘ . 24 
Stigmasterin . ” 0 
| wie 7 
Ver- Ks zeigte sich hierbei, daB die im tierischen Organismus 
und vorkommenden Steroide mit etwa gleicher Geschwindigkeit verestert 
geht. werden, wihrend bei dem pflanzlichen Stigmasterin keine Ver- 
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esterung festgestellt werden konnte. Der Versuch wurde it 
einem anderen starker wirksamen Pankreaspraparat wiederholt, 
Hierbei ergab sich ebenfalls ein wesentlicher Unterschied in der 
Veresterungsgeschwindigkeit zwischen Cholesterin und den nicht 
resorbierbaren pflanzlichen Sterinen und Ergosterin; Sitosteriy 
nimmt in diesen Versuchsreihen eine Mittelstellung zwische) 
Cholesterin und dem Stigmasterin und Ergosterin ein. 


Tabelle III 


Veresterung mit Palmitinsiiure. Versuchsdauer 3 Tage, py 6,3 














: ‘ . ae: a Schmelzp. d. 
Steroid Enzym » Veresterung rae P. 
. | isolierten Esters 
Cholesterin. . . | Trockenpulver Bb 38 79° 
Sitosterin ... A 26 92° 
Stigmasterin . . me 7 102° 
Ergosterin. . . mn 7 101° 


Besprechung der Ergebnisse 


Aus Fiitterungsversuchen ist bekannt, daB Cholesterin leicht 
vom Darm resorbiert wird. Da Dehydroandrosteron auch peroral 
wirksam ist, kann man annehmen, daB es ebenfalls resorbierbar 
ist. Dagegen werden Dihydrocholesterin, Sitosterin, Stigmasteriu 
und Ergosterin vom Darm aus nicht aufgenommen’). Aus unseren 
Versuchen geht hervor, daB Sitosterin, Stigmasterin und Ergosterin, 
die nach Schénheimer vom Darm nicht resorbiert werden, auci 
von der Pankreas-esterase bedeutend langsamer verestert werdeu. 
Dagegen wird das ebenfalls nicht resorbierbare, im tierischen 
Organismus aber als Begleiter des Cholesterins stets vorhandene 
Dihydrocholesterin ebenso wie Cholesterin und der miinnliche 
Wirkstoff Dehydroandrosteron glatt verestert. 

Es scheint demnach kein einfacher Zusammenhang zwische 
der Veresterung durch die Pankreas-esterase und der Resorption 
zu bestehen. Es ist aber immerhin méglich, dab unter physio- 
logischen Bedingungen und bei Gegenwart eines Cholesterin- 
iiberschusses durch die groBe Affinitiit dieses Sterins zur Esterase 
die Veresterung der tibrigen Steroide zuriickgedringt und somit 
die Resorption der Steroide verhindert wird. Zur Prifung dieser 
Frage miiBte die Affinitét jedes einzelnen Steroids zu der Esterase 
unter physiologischen Bedingungen gepriift werden. Einer der- 
artigen Untersuchung aber stehen groBe experimentelle Schwierig- 
keiten im Wege. 
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Uber die enzymatische Veresterung einiger Steroide 


Zusammenfassung 


Die Pankreas-esterase ist imstande, auBer Cholesterin auch 


Dehydroandrosteron, Dihydrocholesterin, Sitosterin, Stigmasterin 
und Ergosterin zu verestern. Die drei im tierischen Organismus 


vorkommenden Steroide dieser Gruppe werden mit etwa gleicher 


| Geschwindigkeit verestert. Bedeutend langsamer werden Sitosterin, 
| Stigmasterin ‘und Ergosterin verestert. 


Bei der Ausfiihrung der Versuche leistete Frl. H. l’eschen 
wertvolle Mitarbeit. 


Herrn Prof. A. Butenandt sind wir fiir die Férderung dieser 


| Arbeit zu Dank verpflichtet. Der Deutschen Forschungsgemein- 
' schaft danken wir fiir ein an A. Wolff erteiltes Stipendium 


und der Schering A.-G., Berlin, fiir die Unterstiitzung der Arbeit. 


Literatur 


| 1.8. Nedswedski, Diese Z. 236, 69 (1935). 


S. Nedswedski, Biochimija 5, 158 (1937). 

J.H. Mueller, J. of Biol. Chem. 22, 1 (1915). 

t. Sch6nheimer, Diese Z. 189, 19 (1929). 

i. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 124, 50 (1925). 
-Schramm u. A. Wolff, Diese Z. 263, 61 (1940). 

.Schénheimer, H. von Behring u. R. Hummel, Diese Z. 192, 
17 (1930). 




















Urothion, ein gelber, schwefelreicher Farbstoff 
aus Menschenharn 
(Kurze Mitteilung) 
Von 


W. Koschara 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1939) 


Aus Menschenharn 1iBt sich ein citronengelber Farbstoff iso- 
lieren, der in biischelig geordneten Nadeln (vgl. Figur) krystallisiert 
und in einer Ausbeute von 40—80mg aus 1000 Liter Harn ge. 
wonnen wurde. Der Farbstoff enthalt rund 20°/, Schwefel. Wir 
nennen ihn Urothion. | 

Urothion ist sehr schwer ldslich in Wasser, Alkohol, Aceton, 
unléslich in Ather und Chloroform. Der Farbstoff besitzt keinen 





Urothion aus Wasser, 75 fache VergréBerung 


Schmelzpunkt. Er lést sich leicht in Alkalien und Sauren. Seine 
Lésungen zeigen zwei charakteristische Erscheinungen. Unter- 
schichtet man sie mit konzentrierter Schwefelsiiure, so tritt ein 
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kirschroter bestandiger Farbring auf [Analogon zur Thiophenol- 
' Reaktion von Baumann und PreuBe?)]. Empfindlicher und 
: typischer ist der zweite Nachweis: Schwefelsaure Urothion-Lésungen, 
| die vor der Quarzlampe keine Fluorescenz zeigen, fluorescieren 
olivgrin nach Oxydation mit Permanganat und Entfernen des 
: Permanganat-Uberschusses durch Wasserstoffperoxyd. Die Fluores- 
' cenz-Reaktion ist noch in einer Verdiinnung von 1:10 Millionen 
| positiv und auch im nativen Harn zu beobachten. 

Urothion hat die Bruttoformel C,,H,,O,N,S,. Bei der kata- 
_ lytischen Hydrierung wird 1 Mol Methylmerkaptan abgespalten. 
' Der Farbstoff enthalt eine nach van Slyke bestimmbare Amino- 
' Gruppe. Sein Chloroform-lésliches Tetraacetyl-Derivat, das aus 
_ Aceton-Petrolather in rhombischen Tafeln krystallisiert, schmilzt 
bei 220° (unkorr.). 

Urothion findet sich auch in Menschen- und Rinderleber 


off iso- aes os , ; 

llisiert ee S0W2¢ 12 anderen Organen. Uber seine physiologische Bedeutung 
a a ist noch nichts bekannt. Die oben beschriebene oxydative 
Wir Fluorescenz-Reaktion ist ein bequemes Mittel, den Farbstoff in 
r | Wirkstoff-Konzentraten nachzuweisen. 

\ceton, © ) Diese Z. 5, 309 (1881). 
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Synthese des antihimorrhagischen Vitamin K 
(Kurze Mitteilung) 
Von 
Katashi Makino und Shiro Morii 


(Aus der inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1939) 


Im folgenden wollen wir kurz iiber die Darstellung von 
2,3-Difarnesyl-1,4-naphthochinon berichten, das mit dem natiir- 
lichen Vitamin K, identisch zu sein scheint. 

Wenn man 1 Mol. 1,4-Naphthohydrochinon und 2 Mol. synthe- 
tisch gewonnenes Farnesylbromid (Nerolidylbromid) mit Natrium- 
amid in Benzol im Stickstoffstrome erwirmt, so farbt sich die 
Reaktionsmischung sehr dunkel und ‘scheint schwierig zu reinigen 
zu sein. 

Wir versuchten daher zur gewiinschten Substanz (nach der 
Methode von L. F. Fieser) zu kommen durch Umlagerung von 
Naphthohydrochinondifarnesylither. Diesen Ather bereiteten wir 
durch 5stiindiges Erwirmen von 1 Mol. 1,4-Naphthohydrochinon 
mit 2 Mol. Farnesyl-(Nerolidyl)-bromid im Stickstoffstrome bei 
Gegenwart von Aceton und fein gepulvertem Natriumcarbonat. 

Zur Umlagerung wurde dieser Ather mit Essigsiiureanhydrid 
und Diathylanilin wihrend 3 Stunden auf 190—210° im Paraffinbad 
erhitzt. Beim Erkalten schied sich eine breiartige Masse aus, 
die aus Methanol umgelést wurde. 

2, 3-Difarnesy]-1,4-naphthohydrochinon-diacetat 

C,,H,.0, °Ber. C 8093 H9,26  Gef. © 81,50 H 9,52. 


Die Substanz wurde darauf mit Grignard-Lésung und Silber- 
oxyd zum 2,3-Difarnesylnaphthochinon oxydiert. Es bildet ein 
gelbes, stark fluorescierendes Ol, welches die typische Farben- 
reaktion mit Natriumithylat zeigt (Blau — Violett —stumpfes Roti. 























